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Zusammenfassung
Sto¨rungen des fein regulierten Gleichgewichts zwischen Aufbau und Abbau von Knochensub-
stanz stehen im Zusammenhang mit chronischen Entzu¨ndungskrankheiten wie rheumatoide
Arthritis oder Morbus Bechterew. Chronisch entzu¨ndliche Prozesse werden mit entzu¨ndungs-
hemmenden Medikamenten, aber auch mit ionisierender Bestrahlung therapiert, da man aus
klinischer Erfahrung weiß, dass niedrige Dosen eine schmerzlindernde und entzu¨ndungshem-
mende Wirkung haben. Dabei werden z.B. Gelenke lokal mit Photonen bestrahlt oder der
gesamte Ko¨rper mittels Inhalation des α-Emitters Radon behandelt. Trotz der klinischen
Erfolge sind die zellula¨ren und molekularen Wirkmechanismen weitgehend ungekla¨rt. Aus
diesem Grund wird bei GSI die Thematik mit Photonen und dicht-ionisierender Strahlung
(v.a. Radon) untersucht.
Entzu¨ndliche Prozesse sind eng an die Regulation des Knochenmetabolismus gekoppelt, die
im Knochenmark stattfindet. Aufgrund der anti-entzu¨ndlichen Wirkung von Bestrahlung bei
muskuloskelettalen Erkrankungen, beruht die Arbeitshypothese dieser Arbeit darauf, dass
die Strahlung einen Einfluss auf die Regulation des Knochenmetabolismus hat. In Rahmen
dieser Arbeit wurde die Isolierung humaner mesenchymalen Stammzellen (MSC) aus dem
Knochenmark gesunder Spender (in Zusammenarbeit mit dem Institut fu¨r Transfusionsmedi-
zin, Universita¨t Frankfurt) und deren Differenzierung zu Osteoblasten (OB) etabliert. Die
Differenzierung und die Gewinnung von Osteoklasten (OC) und Tregs erfolgte aus angereicher-
ten Blutproben (Buffy coat). Neben in vitro Studien wurden im Rahmen der Patientenstudie
RAD-ON01 (Zusammenarbeit Universita¨tsklinikum Erlangen) Blutproben von Patienten nach
Radon-Therapie untersucht.
Die beschleunigte Differenzierung der OB zeigte sich nach Niedrig-Dosis Bestrahlung (0.5
Gy Ro¨ntgenstrahlung) durch leicht erho¨hte Expression des Transkriptionsfaktors Runx2,
welcher fu¨r die Differenzierung von Osteoblasten verantwortlich ist. Zusa¨tzlich wurde eine
signifikant versta¨rkte Ca2+ Einlagerung in Osteoblasten nach Bestrahlung (0.5 Gy) festgestellt.
Um die Auswirkungen von Bestrahlung auf die Osteoklastogenese zu untersuchen, wurde
die Freisetzung des lo¨slichen OPG-Rezeptors von OB, welche die Differenzierung von OC
inhibiert, untersucht. Es zeigte sich, dass nach Bestrahlung mit 0.5 Gy Ro¨ntgenstrahlung die
Freisetzung von OPG durch OBs signifikant zunimmt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die Bestrahlung eine Beschleunigung der OB-Differenzierung zur Folge hat und somit
der Osteoklastogenese entgegenwirken ko¨nnte. Fu¨r hohe Dosen der Ro¨ntgenstrahlung (10 Gy)
wurde teilweise gleicher Effekt wie fu¨r 0.5 Gy beobachtet.
Die Bestrahlung von Osteoklastenvorla¨ufern mit 0.5 Gy Ro¨ntgenstrahlung hatte keine Aus-
xiii
wirkung auf die Bildung und Differenzierung von Osteoklasten in vitro. Die resorbierende
Aktivita¨t der Osteoklasten auf Knochenpla¨ttchen als physiologisches Substrat wurde jedoch
nach Bestrahlung mit 0.5 Gy Ro¨ntgenstrahlung signifikant reduziert. Diese Ergebnisse sind
konsistent mit in vivo Untersuchungen der Patientenproben. Im Blut von Patienten wurde eine
signifikante Abnahme von Kollagenfragmenten, die wa¨hrend des Knochenabbaus entstehen
festgestellt. Es ko¨nnte auf eine Reduktion der Aktivita¨t von OC hindeuten und steht im
Einklang mit in vivo Untersuchungen an bestrahlten polyarthritischen Ma¨usen (hTNFtg),
welche nach Bestrahlung mit 0.5 Gy Ro¨ntgenstrahlung eine Zunahme der Knochendichte
bei gleichzeiger Abnahme der OC-Aktivita¨t zeigten (Universita¨t Erlangen). Die Bestrahlung
mit hohen Dosen (10 Gy) inhibierte hingegen nicht nur die Differenzierung sondern auch die
Aktivita¨t von Osteoklasten.
Eine potentielle Auswirkung von Bestrahlung auf die Differenzierung von CD4+ unreifen
T-Lymphozyten in anti-entzu¨ndliche Treg Zellen wurde zusa¨tzlich untersucht, da Treg Zel-
len nach aktuellem Kenntnisstand inhibierend auf die Osteoklastogenese einwirken ko¨nnen.
In vitro Ergebnisse zeigten, dass die Bestrahlung mit hohen Dosen (10 Gy) eine signifikante
Zunahme der anti-entzu¨ndlichen Treg Population bewirkt, wa¨hrend 0,5 Gy Ro¨ntgenstrahlung
erst mit Zusatz von TGFβ, welches im Serum von Radonpatienten erho¨ht vorliegt, eine
Zunahme von Treg zur Folge hat. Im Blut von Patienten wurde ebenfalls eine Zunahme von
Treg-Zellen nach Radon-Therapie gemessen.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte in vitro in prima¨ren humanen Zellen eine strahleninduzierte
beschleunigte Differenzierung von OBs und eine bevorzugte Reifung von T-Zellen in anti-
entzu¨ndliche Treg Zellen sowie eine Abnahme der Osteoklastenaktivita¨t gezeigt werden. Dies
ko¨nnte eine zellula¨re und molekulare Grundlage der in vivo beobachteten positiven Effekt der
niedrig-Dosis Bestrahlung sein.
Diese Arbeit wurde mit Unterstu¨tzung von Bundesministerium fu¨r Bildung und Forschung
(Grewis, 02NUK017A) angefertigt.
Summary
Disorders of highly regulated balance between remodeling and degradation of bone are
associated with chronic inammatory diseases such as Rheumatoid Arthritis or Ankylosing
Spondylitis. Chronic inflammatory responses are treated with anti-inflammatory drugs, but
also with ionizing radiation, clinical studies have shown that low doses relieve pain and
help fight inflammation. Therefore joints are locally irradiated with photons or the whole
body treated by inhalation of α-emitter radon. Despite the clinical successes, the cellular
and molecular mechanisms are largely unknown. For this reason, the issue with photons and
densely-ionizing radiation (mostly radon) is researched at GSI.
Inflammatory processes are closely linked to the regulation of bone metabolism that occurs
in the bone marrow. Due to the anti-inflammatory effect of irradiation in musculoskeletal
disorders the working hypothesis of this work is that the radiation has an effect on the
regulation of bone metabolism. In this study, the isolation of human mesenchymal stem
cells (MSC) from the bone marrow of healthy donors (in collaboration with the Institute for
Transfusion Medicine, University of Frankfurt) and their differentiation into osteoblasts (OBs)
was established. The differentiation and the enrichment of osteoclasts (OCs) and Tregs was
performed from blood (buffy coat). Additionaly blood samples from radon patients in frame
of the RAD-ON01 study were analyzed (collaboration with Erlangen University Hospital).
Accelerated differentiation of OBs was observed after low-dose of irradiation (0.5 Gy X-ray),
due to increased expression of the transcription factor Runx2, which is responsible for the
differentiation of osteoblasts. In addition, a significantly increased Ca2+ incorporation into
osteoblasts after irradiation (0.5 Gy) was found. To investigate the impact of irradiation on
osteoclastogenesis, the release of OPG from OBs, which inhibits the differentiation of OCs
was examined. It was found that after irradiation with 0.5 Gy of X-ray radiation the release of
soluble OPG by OBs increased notably. These results suggest that the irradiation accelerate
differentiation of OBs and thus could counteract osteoclastogenesis. Also after irradiation
with high doses (10 Gy) several effects were similar to that at 0.5 Gy.
Irradiation of osteoclast precursors with 0.5 Gy X-rays have had no effect on the formation
and differentiation of osteoclasts in vitro. But the resorbing activity of osteoclasts on bone
slices was signiffcantly reduced after irradiation with 0.5 Gy X-rays. These results are in
line with in vivo data from patients. A significant decrease of collagen fragments (CTX)
was detected in blood of patients following therapy. It indicates a reduction of OCs activity
and is consistent with studies on irradiated polyarthritic mice (hTNFtg), which showed an
increase in bone density together with a decrease in OC activity after irradiation with 0.5 Gy
xv
X-rays (University of Erlangen). Irradiation of osteoclasts with high doses (10 Gy) inhibited
not only differentiation but also activity of the cells. A potential effect of irradiation on the
differentiation of CD4+ immature T lymphocytes in anti-inflammatory Treg cells was also
examined, since Treg cells on the current state of knowledge could have an inhibitory effect
on osteoclastogenesis. In vitro results showed that the high dose irradiation (10 Gy) causes
a significant increase in anti-inflammatory Treg population, while 0.5 Gy X-ray irradiation
with the addition of TGFβ only, which is increased in the serum of patients, increased Tregs
population. These results are consistent with those obtained in the in vivo data. In the blood
of patients an increase of Treg cells was observed. In this work, a radiation-induced accelerated
differentiation of OBs and preferential maturation of T-cells in anti-inflammatory Treg cells
and a decrease of osteoclast activity was demonstrated in the in vitro system along with
primary human cells. This could be a cellular and molecular basis of the observed beneficial
effect of low-dose irradiation in vivo.
Kapitel 1
Einleitung
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Strahlung auf die Regulation
des Knochenmetabolismus untersucht. Deshalb werden im folgenden Abschnitt grundlegen-
de Aspekte des Knochenaufbaus erkla¨rt, sowohl die strukturellen als auch die zellula¨ren
Bestandteile. Hierbei wird ein Hauptaugenmerk auf die Differenzierung von Knochenzellen
gelegt, wie sich die Knochenzellen untereinander beeinflussen ko¨nnen, und welche Faktoren
daran beteiligt sind. Außerdem wird ein Zusammenhang zu entzu¨ndlichen Erkrankungen des
Knochens hergestellt sowie mo¨gliche Therapien angesprochen.
1.1 Struktureller Aufbau des Knochens
Das Knochengewebe ist ein komplexes und dynamisches Gewebe, welches ungefa¨hr 18% des
Ko¨rpergewichts ausmacht. Neben der wichtigen Stu¨tzfunktion bietet das Knochengewebe
einen Schutz fu¨r die inneren Organe gegenu¨ber Verletzungen. Es beherbergt zudem das Kno-
chenmark mit der darin stattfindenden Blutbildung (Ha¨matopoese) und speichert wichtige
Mineralien wie Calcium und Phosphat [1].
Die vielen wichtigen Funktionen legen nahe, dass der Knochen kein einheitliches Gewebe
darstellt. Vielmehr besteht das Knochengewebe aus drei verschiedenen Arten an Knochen.
Sie werden unterteilt in lange, kurze und flache Knochen. Die Langknochen wie z.B. Femur,
Tibia, Ulna und Radius sind in der La¨nge ausgedehnt und breit und absorbieren die Belastung
durch das Ko¨rpergewicht an verschiedenen Stellen. Die Kurzknochen sind ungefa¨hr gleich
lang wie breit und bestehen nur aus einer du¨nnen Schicht
”
Compacta“ (z.B. Handwurzelkno-
chen), wa¨hrend die Flachknochen du¨nn sind und aus zwei parallelen Kompaktknochenplatten
bestehen, die von einer du¨nnen Schicht aus Spongiosa umschloßen werden[2, 3].
Am Beispiel des Langknochens la¨sst sich die makroskopische Struktur des Knochens verdeutli-
chen. Wie in der Abb.1.2 dargestellt, besteht die makroskopische Struktur der Langknochen
aus einem langen, zylindrischen Hauptanteil, der die Knochenmarksnische entha¨lt (Diaphyse).
Das Knochenmark der Diaphyse ist mit einer du¨nnen Membran (Endosteum) umgeben. Seinen
Abschluss findet dieser zylindrische Teil in den distalen und proximalen Enden des Knochens
(Epiphysen), die einen spongio¨sen (schwammartigen) Knochenabschnitt darstellen. Die Region,
in welcher diese beiden Abschnitte aufeinander treffen wird Metaphyse genannt. Weiterhin
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befindet sich in den Epiphysen der Gelenkknorpel, welche die Enden der Epiphyse u¨ber-
schichtet. An den Stellen an denen kein Gelenkknorpel vorhanden ist, wird der Knochen mit
einer Bindegewebeschicht u¨berzogen (Periosteum). In dieser du¨nnen Bindegewebsschicht sind
die knochenaufbauende Zellen (Osteoblasten), welche den Knochen in die Breite aufbauen [3, 4].
Abbildung 1.1: Bestandteile eines Langknochens. Copyright @ Pearson Education, Inc., publiziert von Benjamin
Cummings
Der Knochen besteht gro¨ßtenteils aus kompaktem Knochen und nur zu einem geringen
Anteil aus spongio¨sen (schwammartigen) Knochenabschnitten. Wie in Abbildung 1.2 dar-
gestellt wird der kompakte Teil von Blutgefa¨ßen und Nerven durch die Volkmann-Kana¨le
(canalis perforans) durchdrungen. Die Volkmann-Kana¨le sind mit Endosteum ausgekleidet und
verbinden sich mit anderen Kana¨len aus dem Markraum, des Periosts und der Zentralkana¨le
(canalis centralis). Die Zentralkana¨le sind von Lamellen (lamellae) umschlossen, welche Ringe
aus kalzifizierter Matrix um die Zentralkana¨le bilden. Zwischen den Lamellen befindet sich ein
Zwischenraum (Lacuna), der die Osteozyten entha¨lt. Die Osteozyten, welche von Osteoblasten
stammen und nun in der mineralisierten Knochenmatrix residieren, bilden Ausla¨ufer, die
sich in die feinen Kana¨le (canaliculi) der Lamellen zur Kommunikation mit benachbarten
Osteozyten erstrecken. Die feinen Kana¨le bilden so ein komplexes Netzwerk durch den gesam-
ten Knochen, welches fu¨r die Na¨hrstoffversorgung sowie die Kommunikation zwischen den
Zellen notwendig ist. Eine Einheit aus Blutgefa¨ßen, mehreren Lamellen und dazugeho¨rigen
Osteozyten wird Osteon genannt. Die Generallamellen (lamellae circumferantes) liegen direkt
unterhalb des Periosts. Der kompakte Knochen besteht aus mehreren Osteonen, die sich nach
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Belastungslinien ausrichten [4, 5].
Abbildung 1.2: Kompakter Knochen. Copyright @ Pearson Education, Inc., publiziert von Benjamin Cummings
Der spongio¨se Knochen (Trabeculae) entha¨lt keine Osteone, sondern nur Verzweigungen
der Lamellen-Trabekeln. Im Inneren der Lamellen-Trabekeln befinden sich Lacunen mit Os-
teocyten, welche u¨ber die canaliculi mit Na¨hrstoffen direkt aus dem Blut des Knochenmarks
versorgt werden. In den Zwischenra¨umen der Trabekel befindet sich das rote und spa¨ter vor-
wiegend gelbe Knochenmark, der Ort der Blutbildung (Ha¨matopoese). Unterschieden werden
rote und gelbe Abschnitte, da mit zunehmenden Alter das blutbildende (rote) Knochenmark
durch Fettgewebe (gelb) ersetzt wird [6].
Neben diesen strukturellen Eigenschaften des Knochens kann das Knochengewebe auch nach
molekularen Kriterien unterteilt werden. Das Knochengewebe besteht aus einer extrazellula¨ren
Matrix, die sich zu 25% aus Wasser, zu 25% aus Kollagenfasern und zu 50% aus Mineralsalzen
zusammensetzt. Zu den Mineralsalzen geho¨rt unter anderem Calciumphosphat Ca3(PO4)2,
welches sich mit Calciumhydroxid Ca(OH)2 zu Hydroxyapatitkristallen verbindet. Neben
Calcium ko¨nnen auch andere Ionen wie Magnesium, Fluorid, Natrium und Sulfat Kristallbil-
dungen eingehen. Diese Mineralsalze lagern sich zwischen den Kollagenfasern ab, kristallisieren
dort und verha¨rten somit das Gewebe [2]. Ungefa¨hr 99% des im Ko¨rper befindlichen Calci-
ums sind in Knochen inkorporiert. Somit dient der Knochen als Speicher fu¨r Calcium und
auch Phosphat, welche aus der Knochenmatrix heraus wieder ins Blut freigesetzt werden
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ko¨nnen. Damit hat der Knochen neben einer stu¨tzenden Funktion auch eine regulierende
Aufgabe, na¨mlich der Homo¨ostase von Calcium im Blut [7]. Der Kalzifizierungsprozess wird
von knochenbildenden Osteoblasten gesteuert, wa¨hrend der Abbau des Knochens durch Enzy-
me und Sa¨uren gesteuert wird, die von knochenresorbierenden Osteoklasten gebildet werden [4].
1.1.1 Knochenmetabolismus und Entwicklung der Knochenzellen
Am Knochenmetabolismus sind die unterschiedlichsten Zelltypen beteiligt (z.B. Osteoblasten,
Osteoklasten, Immunzellen). Da im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss von Strahlung auf
die Differenzierung von Osteoblasten, Osteoklasten und T-Zellen untersucht wird, soll im
Folgenden auf deren Differenzierung und beteiligte Faktoren na¨her eingegangen werden.
Die knochenaufbauenden Osteoblasten (OBs) differenzieren aus multipotenten mesen-
chymalen Stammzellen (MSCs). In Abb.1.3 ist der Einfluss von verschiedenen Faktoren auf
deren Differenzierung schematisch dargestellt. Unterschiedliche Signalmoleku¨le wie z.B. TGFβ,
BMPs (bone morphogenic proteins) [8] und Wnt (wingless) [9] aktivieren in den unreifen
MSCs bestimmte Transkriptionsfaktoren und leiten somit die Ausreifung und Differenzie-
rung in Osteoblasten ein. Die Vorla¨uferzellen der reifen Osteoblasten (Pre-Osteoblasten)
differenzieren weiter, ebenfalls unter Einwirkung der verschiedensten Botenstoffe wie von
VitD3 (1,25-Dihydroxyvitamin D3) und PTH (parathyroid hormone) und IGF (insulin like
growth factor), zu reifen Osteoblasten [10, 11]. Dieser Prozess ist komplex und wird durch
die Transkriptionsfaktoren RUNX2 und Osterix geleitet. Diese Transktiprionsfaktoren sind
teilweise von BMPs, TGFß und Wnt abha¨ngig [12–14].
Da die Transkriptionsfaktoren Runx2 und Osterix die Differenzierung entscheidend beein-
flussen, wurden sie im Rahmen dieser Arbeit genauer untersucht. Runx2 wird u¨ber β-Catenin
und Smad aktiviert und fu¨hrt zur Transkription von Osteocalcin (OCN), Osteopontin (OPN),
Collagen I und Bone sialoprotein (BSP) [15]. Neben Runx2 ist Osterix ein wichtiger Transkrip-
tionsfaktor in der Differenzierung der Osteoblasten. Osterix ist ein nachgeschaltetes Gen von
Runx2 und bildet mit Nfatc1 ein DNA-Bindungsfragment, welches zur Collagen-I Expression
fu¨hrt [13, 16]. Reife Osteoblasten exprimieren ALP, Collagen I und BSP. In der weiteren
Entwicklung werden zusa¨tzlich OPN, OCN, RANKL und OPG (osteoprogenitor) sowie M-SCF
exprimiert [17]. Mittels dieser Faktoren sowie durch die Zunahme an Ca2+-Einlagerungen
wird Knochenmatrix mineralisiert und die Osteoklastogenese gesteuert (siehe Abb.1.3).
Die knochenabbauenden Osteoklasten sind multinuklea¨re Riesenzellen, welche wie in Ab-
bildung 1.4 dargestellt aus den Monozyten hervorgehen. Um die Differenzierung von OCs
u¨ber mehrere Zellstadien hin zu aktivierten, sind hauptsa¨chlich zwei Faktoren, M-CSF und
RANKL, notwendig [19–21]. Beide Faktoren werden von den im Knochenmark umliegenden
Osteoblasten und Stromazellen produziert. Hierbei reguliert M-CSF, das neben der Differen-
zierung auch an der Proliferation der Osteoklasten beteiligt ist, die Expression von RANK [18].
Wa¨hrend der Differenzierung von Monozyten zu Osteoklasten lo¨st die Bindung von RANKL
an RANK in Monozyten eine Signalkaskade u¨ber TRAF6, NFkB, AP-1 und NFATc1 aus
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Abbildung 1.3: Differenzierung von Osteoblasten. MSCs differenzieren unter Einfluss von BMP, TGFβ und
Wnt zur pre-Osteoblasten. Dabei werden Signalwege u¨ber β-Catenin und Smad aktiviert. Die beiden Proteine
interagieren mit Transkriptionsfaktor Runx2 und fu¨hren zur Expression der Gene von OCN, OPN, Col1A und
BSP. Osterix stellt einen Downstream faktor von Runx2 und ist fu¨r Expression von Col1A sowie ALP notwen-
dig. Wnt/β-Catenin Signalweg beeinflusst die Expression von RANKL und OPG, welche Osteoklastogenese
regulieren. Wa¨hrend der Differenzierung lagern Osteoblasten zunehmend Ca2+ ein und mineralisieren dadurch
die Knochenmatrix. Modifiziert aus [18].
[22–24]. Bei der Bindung von RANKL an RANK-Rezeptor von Osteoklasten, wird TRAF6
zu RANK rekrutiert und bildet dann mit anderen TRAF6-Moleku¨len ein Trimer aus, was
zu einer Aktivierung von NFkB und MAPKs (mitogen activated kinases) fu¨hrt [25, 26]. Die
Bindung von RANKL kann durch Osteoblasten exprimiertes OPG inhibiert werden und somit
die Osteoklastogenese inhibieren [27].
Reife Osteoklasten exprimieren zudem c-Src [28], ClC-7 [29] sowie Atp6i [30] und Cathepsin
K [31]. C-Src ist ein Haupteffektor des durch den Vitronectin Rezeptor αvβ3-initiierten
Signals und ist in die Regulierung des Zytoskeletts sowie Zellmigration involviert [32, 33].
Es wurde gezeigt, dass Osteoklasten aus c-Src defizienten Ma¨usen sich nicht richtig auf der
Knochenoberfla¨che ausbreiten ko¨nnen, u¨ber abnormale F-Aktin Organisation verfu¨gen und
infolgedessen weniger mobil als die Wildtyp-Osteoklasten sind [34, 35]. Aufgrund der defekten
Bildung von Adha¨sionskomplexen ist die Endo- und Exozytose gesto¨rt, was zu einer gerin-
geren Resorptionsfa¨higkeit fu¨hrt [36, 37]. Die abgebauten Kollagenfragmente werden u¨ber
Endozytose von Osteoklasten aufgenommen und u¨ber Exozytose nach außen transportiert. Die
Resorption des Knochens erfolgt vorwiegend durch das Enzym Cathepsin K. Cathepsin K
ist eine Endoprotease, welche im sauren Millieu des Lysosoms Kollagen I aus Knochen spal-
ten kann [38]. Die Expression von Cathepsin K ist im Wesentlichen vom RANKL-TRAF6
Signalweg abha¨ngig [39]. Die Aktivierung von NFkB und p38 sowie die Induktion der c-Fos
Expression fo¨rdern die Cathepsin K-Expression [40, 41].
Knochenremodullierung
Knochen wird kontinuierlich auf- und abgebaut. Dieser Prozess wird als Knochenremodellierung
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Abbildung 1.4: Differenzierung von Osteoklasten. Monozyten differenzieren zur Osteoklasten unter Einwirkung
von MCS-F und RANKL. MCS-F ist fu¨r Proliferation und U¨berleben der Monozyten notwendig, wa¨hrend
RANKL u¨ber eine Bindung an RANK-Rezeptor eine Signalkaskade des NFkB-Signalwegs ausgelo¨st. Interaktion
von NFkB und NFATc1 fu¨hrt zur Genexpression von c-Src, Cathepsin K oder TRAP. Die Expression dieser
Proteine fu¨hrt zur vollsta¨ndigen Aktivita¨t reifen Osteoklasten. Ein ausgebildeter F-Aktinring ist fu¨r Anheftung
der Zellen an Knochenmatrix notwendig. In der ruﬄed border wird mittels Enzyme sowie einen sauren Millieu
die Knochenmatrix abbgebaut. Modifiziert aus [42].
(engl: bone remodelling) bezeichnet. Dabei besteht ein Gleichgewicht zwischen knochenauf-
bauender Aktivita¨t der Osteoblasten und knochenabbauender Aktivita¨t der Osteoklasten.
In einem Jahr werden bis zu 10% der Knochenmasse umgebaut und bestimmte Knochen-
abschnitte werden schneller erneuert als andere. Osteoblasten und Osteoklasten regeln den
Knochenumbau indem sie entweder direkt u¨ber Zell-Zell-Kontakte miteinander kommunizieren
oder u¨ber die Freisetzung von Zytokinen. Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, werden
die Osteoklasten mit dem Zytokin M-CSF und u¨ber die RANK-RANKL Bindung zur Diffe-
renzierung aktiviert. RANK-Ligand wird nicht nur durch Osteoblasten freigesetzt, sondern
auch von T-Zellen, synovialen Fibroblasten und Chondrozyten [43, 44]. Auf diesen Zellen
wird der Ligand auf der Oberla¨che pra¨sentiert oder durch TACE-Metalloprotease (TNFα
convertase) abgespalten [45]. In in vitro Experimenten wurde gezeigt, dass sowohl ein direkter
Zell-Zell Kontakt zwischen Osteoblasten und Osteoklasten als auch lo¨sliches RANKL, die
Differenzierung von Osteoklasten einleiten kann (zusammengefasst in [46]). Die Expression von
RANKL kann durch verschiedene Faktoren wie VitD3, IL-1, IL-6, IL-11, IL-17, TNFα, PGE2
oder PTH hochreguliert werden [47]. Mit der Bindung von RANKL wird in den Osteoklasten
eine Signalkaskade ausgelo¨st, die schließlich zur Umstrukturierung des Zytoskeletts fu¨hrt.
Hierbei wird ein Aktin-Podosomen-Ring in der Zelle ausgebildet, welche eine spezielle Doma¨ne
der Plasmamembran (ruﬄe border) umschließt. Dadurch wird eine Mikroumgebung zwischen
Osteoklasten und Knochenmatrix gebildet [48]. In dieser Umgebung herrscht ein niedriger
pH-Wert, welcher fu¨r den Abbau von Knochen notwendig ist [49]. Zudem bietet der niedrige
pH Wert optimale Bedingungen fu¨r knochenabbauende Enzyme. Der Knochenabbau dauert
zwischen 2-4 Wochen. Durch beim Knochenabbau freigesetzte Zytokine, welche in der Kno-
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chenmatrix eingebunden sind, werden Vorla¨ufer-Osteoblasten zur Lakune (resorbierte Fla¨che)
rekrutiert, welche dort differenzieren und die Knochenmatrix innerhalb von 2-4 Monaten neu
mineralisieren [50].
1.2 Muskuloskelettale Erkrankungen
Muskuloskelettale Erkrankungen betreffen die Strukturen die zur Ko¨rperhaltung beitragen und
die Bewegungsorgane. Sie implizieren fu¨r den Betroffenen meistens Einschra¨nkungen in der
Beweglichkeit und sind zum Teil mit starken Schmerzen verbunden. Zu den muskuloskelettalen
Erkrankungen za¨hlen sowohl degenerative Gelenkerkrankungen (z.B. Arthrose), entzu¨ndliche
Gelenkerkrankungen (z.B. rheumatoide Arthritis) und Skeletterkrankungen (z.B. Osteoporose).
Es ist bisher bekannt, dass in manchen muskuloskelettalen Erkrankungen ein vera¨nderter
Knochenmetabolismus, insbesondere die Entartung der daran beteiligten Zellen zur Entstehung
der Erkrankung fu¨hrt. So konnte gezeigt werden, dass im Fall der Osteopetrose Osteoklasten
weniger aktiv sind und es deshalb zur Verdickung der Knochen kommt [31]. In Patienten,
die eine Osteoporose zeigen, liegt außerdem eine erho¨hte Aktivita¨t von Osteoklasten vor und
somit kommt es zum Knochenschwund. Eine andere Erkrankung, die durch eine gesteigerte
OC Aktivita¨t hervorgerufen wird und zu strukturellen Knochenscha¨den fu¨hrt ist Gicht
(Urikopathie). Wa¨hrend der Erkrankung lagern sich vermehrt die Harnsa¨urekristalle (Urat)
in die Gelenke ein (vorwiegend im Fuß), welche dann eine Entzu¨ndung hervorrufen. Die
entstehenden Knochenscha¨den sind Folge der Entzu¨ndung und einer gesteigerten Aktivita¨t
von Osteoklasten [51]. Eine andere muskuloskelettale Erkrankung ist die rheumatoide Arthritis,
welche ebenfalls mit Enzu¨ndungen der Knochengelenke sowie Gelenkscha¨den einhergeht.
In Rahmen dieser Arbeit wurde die molekulare Grundlage der rheumatoiden Arthritis fu¨r die
Erforschung der Radon-Therapie verwendet. Deshalb wird im Folgenden auf die Erkrankung
na¨her eingegangen.
1.2.1 Rheumatoide Arthritis
Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronische, progressive, entzu¨ndliche Autoimmuner-
krankung die mit artikula¨ren, extraartikula¨ren und systemischen Manifestationen assoziiert
ist. Etwa 1% der Bevo¨lkerung ist von der Erkrankung betroffen [52]. Da im Verlaufe der
Krankheit die erosive Gelenkdestruktion zunimmt, sind die Patienten in ihrer Beweglichkeit
eingeschra¨nkt. Die Todesrate ist doppelt so hoch wie die der Allgemeinbevo¨lkerung [53]. Die
Ursache der Erkrankung ist bis jetzt unklar. Es gibt jedoch Hinweise, dass Menschen mit
spezifischen Blutgruppenmerkmalen ha¨ufiger von der Erkrankung betroffen sind. So konnte in
genetischen Untersuchungen des Blutes gezeigt werden, dass mehr als 80% der an RA Patienten
vera¨nderte Allele der HLA-DRB1-Region (Klasse II Human Leukozyte Antigen) tragen [54, 55].
Diese HLA-Klasse II-Moleku¨le pra¨sentieren Antigene (z.B. citrullinierte Proteine, CRP) fu¨r
T-Helferzellen und lo¨sen so eine Immunreaktion aus. Dies ko¨nnte zur Aktivierung von T-Zellen
und zur Freisetzung von entzu¨ndlichen Zytokinen fu¨hren, welche die Entstehung der Krankheit
erkla¨ren ko¨nnten. Aber auch Umweltfaktoren wie Rauchen und Infektionen ko¨nnen die Entste-
hung, den Fortschritt und Schweregrad der RA beeinflussen [56, 57]. Unterschiedliche Faktoren
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werden diskutiert, die in der Pathologie der Erkrankung involviert sein ko¨nnten, wie z.B. die
Entartung von Effektorzellen, in denen dann Signalwege und infolgedessen Ausschu¨ttungen
von Zytokinen vera¨ndert sind. Bislang ist nur bekannt, dass die komplexe Interaktion zwischen
den Zytokinen und Immunzellen zu Scha¨den am Gelenk fu¨hrt, welches an der synovialen
Membran beginnt. Dies ist schematisch in Abb.1.5 gezeigt. Dabei wird die synoviale Membran
hyperplastisch (Synovitis) aufgrund des Einwandern und Aktivierung von B-Zellen, T-Zellen,
dendritischen Zellen (DC), Makrophagen und Mastzellen sowie durch versta¨rkte Angiogenese.
An der Membran angelagerte Osteoklasten bauen den Knochen dann letztendlich ab, wa¨hrend
durch synoviale Fibroblasten (Synoviozyten) und Granulozyten freigesetzte MMPs das Gelenk
abbauen [54]. Durch diese vera¨nderte Reaktion der Zellen entstehen schlussendlich typische
Symptome einer Entzu¨ndung wie Schwellung des Gelenks und damit einhergehende Schmerzen.
Im Patienten werden Synovitis sowie die Dauer und Schwere der Entzu¨ndung zur Beurteilung
und Vorhersage der Gelenkscha¨den herangezogen [58, 59]. Die Gelenkscha¨den erfolgen schnell
nach dem Ausbruch der Krankheit und betreffen die meisten Patienten bereits im ersten Jahr
[60].
Abbildung 1.5: Schematische Darstellung von gesunden (a) und einem an RA erkrankten Gelenk (b). U¨bernom-
men und modifiziert aus [54].
1.3 Rolle der T-Zellen bei entzu¨ndlichen
Knochenerkrankungen
Wie bereits eingangs erwa¨hnt, herrscht in einem gesunden Knochen eine dynamische Balance
zwischen Osteoblasten und Osteoklasten. Diese Balance zwischen Knochenabbau und Knochen-
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aufbau wird durch das endokrine System als auch das Immunsystem reguliert, insbesondere
durch die Interaktion zwischen B- und T Zellen, dendritischen Zellen (DC) sowie Zytokinen,
die durch die Immunzellen freigesetzt werden.
Zu Beginn der Entzu¨ndung erfolgt die Aktivierung der T-Zellen im Synovium durch Antigen-
pra¨sentierende B-Zellen und DC. Diese pra¨sentieren auf ihrer Oberfla¨che HLA II und
CD80/CD86 Moleku¨le. Der Zusammenhang zwischen RA und vera¨nderten HLA-DRB1 Allelen,
welches durch die polymorphe HLA Klasse II DRβ-Kette bestimmte Peptide pra¨sentieren und
somit die TCR Aktivierung der T-Zellen beeinflussen, deutet auf eine mo¨gliche Ursache fu¨r
Proliferation und Aktivierung von T-Zellen in RA hin. Die Rheumafaktoren und anti-CCP
(citrullinierte Proteine) Antiko¨rper werden ebenfalls durch Immunzellen produziert, welche
zur Immunreaktion fu¨hren und als Nachweis fu¨r RA dienen. CCP entstehen durch die Citrul-
linierung von Proteinen- eine Deaminierung von Arginin zur Citrullin. Dadurch kommt es zur
Strukturvera¨nderungen des Proteins und der damit zusammenha¨ngenden antigenen Eigen-
schaften [61]. Ein weiterer Zelltyp, der an der RA beteiligt ist sind B-Zellen. Diese exprimieren
auf ihrer Zelloberfla¨che die Moleku¨le CD20 und CD22, welche wiederum eine Differenzierung
der T-Zellen bewirken. Dadurch wird die Produktion von entzu¨ndlichen Zytokinen weiter
stimuliert. Beide Prozesse, sowohl die T- als auch die B-Zell Aktivierung fu¨hren zu einem
feedback-loop, wodurch weitere Immunzellen aktiviert werden.
Eine besondere Rolle im Synovitis sowie in vielen anderen entzu¨ndlichen und autoimmu-
nen Erkrankungen spielen IL-17 produzierende CD4+ T-Zellen (Th17). Th17 wurden in der
synovialen Flu¨ssigkeit und dem peripherem Blut der RA-Patienten nachgewiesen, was auf
die Involvierung der Th17 in die Pathologie der Erkrankung hindeutet [62, 63]. Th17 Zellen
produzieren nicht nur IL-17, sondern auch RANKL, welches zur Knochendestruktion beitra¨gt
[64]. Die genauere Auswirkung von entzu¨ndlichen Zytokinen wird im nachstehenden Kapitel
1.4 behandelt.
1.4 Rolle von Zytokinen in der Entwicklung von
rheumatoider Arthritis
Es ist bekannt, dass Zytokine und Wachstumsfaktoren die Pathogenese von RA beeinflussen
[65]. Die entzu¨ndlichen Zytokine wirken gezielt im Knochen an den betroffenen Stellen und
beeinflussen den Knochenumbau sowie Immunzellen. Die Zytokine agieren u¨ber komplexe
Signalwege, welche mit Entzu¨ndung sowie Gewebedegradation zusammenha¨ngen.
Basierend auf den heutigen Erkenntnissen kann eine Unterteilung der entzu¨ndlichen Zytokine
und der Zellen, die die Zytokine freisetzen in verschiedenen Gruppen erfolgen. So werden
Zytokine wie IL-1, IL-6, IL-8, IL-17, TNFα als Osteoklastogenese-fo¨rdernd und IL-4, IL-10,
IL-13, IL-18, IFNγ, IFNβ als Osteoklastogenese-inhibierend angesehen. Ein Subtyp der T-
Zellen wie Th1 und Th2 Zellen, die IL-4 und INFγ produzieren werden deshalb zur Gruppe
der Osteoklastogenese-inhibierenden Mediatoren geza¨hlt [66, 67]. Wa¨hrend die Vertreter in
den ersten beiden Gruppen dem Knochenaufbau oder Abbau zugeordnet werden ko¨nnen, gibt
es eine dritte Gruppe an Zytokinen mit Vertretern wie IL-7, IL-12, IL-23, IL-6 und TGFβ,
die sowohl den Knochenaufbau als auch den Knochenabbau fo¨rdern. Ihre Funktion ha¨ngt von
der jeweiligen Konstellation in der Knochenumgebung sowie dem Entwicklungsstadium der
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Osteoklasten ab [68–70] (Tab.1.1).
Der Einfluss der oben beschriebenen Zytokine auf die Entstehung und den Verlauf von entzu¨nd-
lichen Erkrankungen wurde in mehreren Studien untersucht. So konnte gezeigt werden, dass
IL-1, welches in Form eines Polypeptides IL-1α und IL-1β vorliegt, vorwiegend von Makro-
phagen zur Stimulierung des Knochenabbaus freigesetzt wird [71], indem es die Aktivita¨t von
Osteoklasten steigert [72, 73]. IL-1 kann hierbei sowohl in der synovialen Membran, in der
Gelenkflu¨ssigkeit, als auch im Knorpel vorliegen. Zudem ko¨nnen IL-1 und TNFα Chondrozy-
ten und Synoviozyten zur Produktion von IL-8 und IL-6 sowie MMPs stimulieren, die dann
wiederum Entzu¨ndung und Abbau von Knorpel und Knochen begu¨nstigen. Die Zugabe von
anti-IL-1 und anti-TNFα Antiko¨rper fu¨hrte zu einer Abnahme der entzu¨ndlichen Faktoren
[74, 75].
Ein wichtiges Interleukin, das am Entzu¨ndungsprozess beteiligt ist, ist IL-6. IL-6 wird vorwie-
gend von synovialen Fibroblasten freigesetzt, die wa¨hrend einer Erkrankung im Gelenkspalt
versta¨rkt proliferieren, und fu¨hrt zur Rekrutierung von Granulozyten und T-Zellen. Außer-
dem reguliert es die Entwicklung von B-Zellen [76–78]. In Kombination mit TGFβ wurde
in der Maus [79] und mit TGFβ, IL-21, IL-23, IL-1 und TNFα ebenfalls im Menschen eine
Differenzierung von Th17 Zellen beobachtet [80]. Ein weiteres Zytokin, Interleukin 17 (IL-17),
welches von entzu¨ndungsfo¨rdernden Th17 Zellen freigetzt wird, fo¨rdert die Expression von IL-1
und TNFα in Monozyten sowie Il-6, IL-8, GM-CSF und MMPs in synovialen Fibroblasten
[81, 82]. RANKL produzierende Th17 Zellen ermo¨glichen die Differenzierung und Aktivita¨t
der Osteoklasten und ermo¨glichen die Knochenresorption [64]. Durch die Zellen freigesetztes
RANKL kann wiederum die Expression der entzu¨ndlichen Interleukine IL-6 und IL-1 sowie
der wachstumsfo¨rdernden Interleukine IL-12 und IL-15 in anderen T-Zellen induzieren [83].
Die Angiogenese nimmt in der Ausbildung des Pannus (hyperplastische synoviale Membran)
eine Schlu¨sselrolle ein, weil dessen Invasion in den Knorpel und Knochen eine erho¨hte Blutzu-
fuhr beno¨tigt [84]. Die Neubildung von Blutgefa¨ßen wird durch den Wachstumsfaktor VEGF
maßgebend gefo¨rdert. So wurde in in vitro kultivierten Synoviozyten unter Zugabe von IL-6,
IL-1 und TNFα eine vermehrte VEGF-Freisetzung nachgewiesen [85].
T-Zellen sowie Monozyten und Makrophagen produzieren IL-15, welches ebenfalls im Kno-
chenabbau involviert ist [86]. Ma¨use mit IL-15-Rezeptor-Defizienz zeigen eine erho¨hte Kno-
chendichte und eine geringere Anzahl an Osteoklasten [87]. Ein weiteres Zytokin, welches zur
Osteoklastogenese beitra¨gt ist IL-8, das nicht nur durch Immunzellen sondern auch durch
Osteoklasten selbst produziert wird [88]. Hingegen unterstu¨tzen Zytokine IL-4 und IL-3 den
Knochenaufbau, indem eine IL-1-induzierte Resorption des Knochens inhibiert wird [89]. Die
Resorption des Knochens kann auch durch IL-10 inhibiert werden, welches von T-Zellen,
B-Zellen und Monozyten produziert wird [90, 91]. TGFβ ist ein Wachstumsfaktor, welcher
sowohl anti-inflammatorische als auch inflammatorische Wirkung haben kann. Er spielt eine
wichtige Rolle im Knochenabbau, Knochenaufbau sowie in der Expression von inflammato-
rischen Zytokinen [69, 70]. Es wird von verschiedenen Zellen freigesetzt, und zwar in drei
Isoformen (TGFβ1, TGFβ2 und TGFβ3), welchen eine Wirkung im Knochenmetabolismus
zugeschrieben wird [92]. Das Wirkungsspektrum des Zytokins TGFβ ist sehr breit und ha¨ngt
von der Umgebung ab, in welcher es agieren soll [69].
In Abb.1.6 ist eine U¨bersicht der in RA involvierten Zelltypen, die durch direkte Zell-Zell-
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Kommunikation sowie Zytokinfreisetzung den Verlauf der Krankheit beeinflussen, dargestellt.
Osteoblasten regulieren die Osteoklastogenese u¨ber das Verha¨ltnis von RANKL/OPG. Doch
wa¨hrend einer entzu¨ndlichen Erkrankung werden die Osteoblasten durch TNFα inhibiert.
In Studien wurde geziegt, dass die Bestrahlung mit niedrigen Dosen den Wnt-Signalweg
induzieren kann [93], welches wiederum die Differenzierung und somit das RANKL/OPG
Gleichgewicht in Osteoblasten wiederherstellen ko¨nnte. Dadurch wu¨rde die Knochenresorption
durch Osteoklasten abnehmen. Die Osteoklasten werden nicht nur durch Osteoblasten reguliert,
sondern auch durch T-Zellen, wie z.B Th17 Zellen. Th17 Zellen produzieren lo¨sliches RANKL,
welches die Differenzierung von Osteoklasten unterstu¨tzt [94]. Neben RANKL setzen Th17
auch IL-17 frei, welches andere Immunzellen zusa¨tzlich aktiviert [95]. Th17 Zellen differen-
zieren unter anderem durch IL-1β, dessen Freisetzung durch LD-RT Bestrahlung reduziert
werden kann [96]. Als Antagonist zur Th17 gelten Treg Zellen, welche immunsuppressiv
wirken. Treg Differenzierung wird durch TNFα und TGFβ beeinflusst. In Patienten nach
Radon-Therapie wurde eine Zunahme von TGFβ gemessen, was potentiell zur Differenzierung
von Treg beitragen ko¨nnte [97].
Tabelle 1.1: Im Knochenmetabolismus relevante Zytokine. Modifiziert aus [98]
.
Zytokin Wirkungsmechanismus Synergie mit anderen
inflammatorischen Zytokinen
IL-1 RANKL-Expression in
Stromazellen
TNFα, IL-6, PGE2
TNFα RANKL-abha¨ngige
Osteoklastogenese
IL-1, IL-6, RANKL
IL-6 RANKL und OPG IL-1, TNFα, PGE2
IL-8 RANKL -
IL-15 Differenzierung von OC TNFα
IL-17 RANKL TNFα, IL-1, PGE2
INFg RANKL signaling, Cathepsin K,
VitD3 und IL-1 gesteuerte
Osteoklastogenese
IL-12
IL-4 NFATc1 Expression u¨ber STAT6,
c-Fos Expression, OPG und
RANKLL
TNFα signaling, IL-1
IL-10 OPG und RANKL Expression -
IL-13 OPG und RANKL via STAT6,
Apoptosis von OC
-
IL-23 Th17, IL17, RANKL IL-18l
IL-Interleukin, RANKL-receptor activator of nuclear factor kB ligand, TNF- Tumor-
nekrosefaktor, PGE-Prostaglandin, OC-Osteoklasten, INF-Interferon, VitD3-1a,25-
Dihydroxycholecalciferol, NFATc1-nuclear factor of activated T-cells, STAT6-signal
transducer and activator of transcription 6.
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Abbildung 1.6: Einwirkung ionisierender Strahlung mit niedrigen Dosen auf die im Knochenmetabolismus
relevanten Zellen.
1.5 Therapie muskuloskelettaler Erkrankungen
1.5.1 Konventionelle Basistherapie mit Medikamenten
Die Behandlung von RA basiert auf verschiedenen Prinzipien. Bei der konventionellen und medi-
kamento¨sen Basistherapie, die langfristig angelegt ist, werden disease-modifying antirheumatic
drugs, (DMARDs) sowie nicht-steroidale anti-inflammatorische Glucocorticoide (GCs) verab-
reicht. Dies kann kombiniert mit nichtpharmakologischen Behandlungen wie Physiotherapie
zur Besserung fu¨hren, indem der weitere Krankheitsverlauf und die damit verbundenen Be-
schwerden teilweise eingeda¨mmt werden. Die u¨berwiegende Anzahl der Patienten wird mit
DMARDs behandelt.
In den letzten Jahren gab es einen enormen Fortschritt in der Entwicklung neuer Biologika-
Medikamente, die sich insbesondere gegen den Tumornekrosefaktor α (TNFα), die Rezeptoren
IL-1 und IL-6 sowie B- und T-Zell Stimulierung richten [55]. Zusa¨tzlich wurde der chemische
DMARD Leunomid zugelassen, der in einer Kombination mit Methotrexat (MTX) erfolgreich
eingesetzt wird [99]. Ziel dieser Biologika-Medikamente ist es, die Funktion von entzu¨ndlichen
Immunzellen zu unterdru¨cken. Zusa¨tzlich wurden Therapieformen entwickelt, die sich gegen
den TNFα richten, da seine Wichtigkeit in der Pathogenese der entzu¨ndlichen Erkrankungen
und der darauffolgenden Auslo¨sung des Knochenschwundes in unterschiedliche Studien gezeigt
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wurde. Im Laufe der Jahre wurden verschiedene anti-TNF Antiko¨rper (Iniximab, Adalimumab)
und Fusionsproteine aus TNF-Rezeptor mit Fc-Untereinheit (Etanercept) entwickelt [100,
101]. Im Vergleich zum natu¨rlich vorkommenden TNF-Rezeptor weist Etanercept eine la¨ngere
Stabilita¨t und somit eine bessere Wirkung gegenu¨ber TNFα auf. Die Inhibierung von TNF
fu¨hrt nicht nur zur Minderung der klinischen Symptome der Entzu¨ndung sondern gleichzeitig
auch zur Suppression der entzu¨ndlich bedingten Knochenscha¨den [102, 103]. Es wurde gezeigt,
dass eine Verabreichung von TNF-Inhibitoren zur direkten Apoptose in Monozyten und
T-Zellen fu¨hrt [104, 105].
Neben TNFα steht auch IL-1β im Fokus der Medikamentenentwicklung. IL-1β induziert
die RANKL-Expression und unterstu¨tzt somit die Osteoklastogenese. Anakinra ist ein IL-1-
Rezeptorantagonist, welcher IL-1β bindet und in Kombination mit MTX verabreicht eine
Besserung der Symptome um bis zu 20% in Vergleich zur reinen MTX-Behandlung erreichen
kann [106].
Ein weiterer Angriffspunkt fu¨r eine erfolgreiche Therapie bietet das Interleukin 6. IL-6 ist ein
wichtiger Mediator in der Induktion von C-reaktivem Protein (CRP) und anderen entzu¨nd-
lichen Erkrankungen und dessen U¨berexpression fu¨hrt zur Osteopenia- einer Abnahme der
Knochendichte und Vera¨nderungen der Knochenstruktur [107]. Der entwickelte Antiko¨rper
Tocilizumab wird alleine oder in der Kombination mit MTX angewendet und erreicht bei
30% der Patienten eine Remission [108]. Fu¨r IL-17, welches von entzu¨ndlichen Th17 Zellen
gebildet wird und am Verlauf der Erkrankung involviert ist, wurde ebenfalls ein Antiko¨rper
entwickelt, welcher sich noch in der klinischen Phase (IIIb) befindet (Secukinumab, AIN457,
NOVARTIS).
Nach dem Entdecken der RANKL-OPG-Achse im Knochenmetabolismus und der zentralen
Rolle von RANKL in der Osteoklastogenese wurden Studien zur Inhibierung von RANKL
durchgefu¨hrt. Als eines der erfolgsversprechenden Medikamente hat sich Denosumab, ein anti-
RANKL Antiko¨rper, herausgestellt. Denosumab reduziert den lokalen Abbau des Knochens,
hat jedoch keine signifikante Auswirkung auf den Verlauf und die Schwere der Erkrankung [109].
Da die Aktivita¨t von Osteoklasten in der RA maßgeblich zur Verschlechterung der Symptome
beitra¨gt, welche zur Beweglichkeitseinschra¨nkungen bei Patienten fu¨hrt, wird die Aktivita¨t der
Osteoklasten mittels Bisphosphonaten inhibiert. Bisphosphonate sind synthetische, nicht hy-
drolysierbare Analoga des anorganischen Pyrophosphonates. Aufgrund deren Moleku¨lstruktur
ist es ihnen mo¨glich Ca2+ Ionen zu binden, insbesondere an Stellen mit erho¨hter Knochenre-
sorption. Die erste Generation der Bisphosphonate (Etidronat, Clodronat, Tiludronat) wird
in nicht hydrolysierbares ATP umgewandelt und akkumuliert intrazellula¨r. Dies fu¨hrt zur
Apoptose, da Osteoklasten keine ATP-abha¨ngigen Reaktionen mehr steuern ko¨nnen. Die
zweite Gruppe der Bisphosphonate entha¨lt eine Aminogruppe (Pamidronat, Alendronat)
und inhibiert die Farnesylpyrophosphat-Synthase, ein Enzym der Mevalonsa¨urestoffwechsels.
Durch die Inhibition ko¨nnen die Produkte dieses Enzyms, Farnesyl- und Geranylpyrophosphat
kleine G-Proteine (u.a. Ras) nicht mehr in der Zellmembran verankern. Als Konsequenz folgen
zytoskelettale Vera¨nderungen und die Differenzierung von Osteoklasten wird inhibiert [110].
Die Medikamente verfu¨gen nicht nur u¨ber positive Wirkungsmechanismen, sondern besitzen
auch Nebenwirkungen. Die Nebenwirkungen sind in der Tabelle 1.2 aufgefu¨hrt.
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Tabelle 1.2: Medikamente in RA und ihre Nebenwirkungen.
Medikament Wirkungsmechanismus Nebenwirkungen
Infliximab,
Adalimumab,
Etanercept
TNFα allergischen Kreislaufreaktionen,
Hautreaktionen, Juckreiz,
Schwierigkeiten beim Atmen
oder Schlucken, Doppeltsehen
oder Muskelschwa¨che
Anakinra IL-1 Kopfschmerzen, schwerwiegende
Infektionen, allergische
Reaktionen
Tocilizumab IL-6 Infektionen der Atemwege, Ma-
genschleimhautentzu¨ndungen,
Koprfschmerzen, Bluthochdruck
Denosumab RANKL Harnwegsinfektionen, obere
Atemwegsinfektionen, grauer
Star, Verstopfung, Ausschlag,
Hautinfektionen, Heperkalza¨mie
Bisphosphonate Differenzierung von OC U¨belkeit, Bauchschmerzen,
Erbrechen und Durchfall,
Knochennekrosen
1.5.2 Niedrig-Dosis-Strahlentherapie
Zur Behandlung von entzu¨ndeten Gelenken besteht neben einer konventionellen Medikamen-
tentherapie auch die Mo¨glichkeit der Anwendung von ionisierender Strahlung. Dabei wird die
Strahlung in niedrigen Dosen (Low-dose Radiotherapy, LD-RT) entweder lokal im Falle einer
Photonenstrahlung oder ganzko¨rperlich bei Radongasbehandlung verabreicht. Die LD-RT
ist effektiv, kostengu¨nstig und aufgrund der geringen Nebenwirkungen stellt sie eine gute
Alternative zur medikamento¨sen Therapie dar.
Die Bestrahlung mit Photonen wird in Fraktionen von 0.5 Gy mit einer Gesamtdosis von
insgesamt 6 Gy appliziert. Diese Werte basieren auf klinisch- empirischen Untersuchungen
von Pannewitz in 1933, 1970. Bis heute wurden mehrere Tausend Patienten bereits erfolgreich
mit LD-RT behandelt (37,410 Patienten/Jahr) [111]. Den u¨berwiegenden Anteil von 63.5%
stellen Patienten mit degenerativen Erkrankungen dar.
Trotz großer Erfahrung in der Anwendung von LD-RT sind die molekularen und zellula¨ren
Grundlagen nur wenig erforscht. Aus diesem Grund wurden in den vergangenen Jahren
vermehrt die Effekte von Niedrigdosis-Strahlung in der Zellkultur oder in Mausmodellen unter-
sucht. So wurde in arthritischen Tiermodellen anti-inflammatorische Effekte nach Bestrahlung
mit einer Gesamtdosis von 2.5-7.5 Gy Ro¨ntgenstrahlung nachgewiesen [112–116]. Klinisch und
histomorphologisch wurde eine Minderung der Entzu¨ndung sowie eine geringere Knochenero-
sion im Maus-Modell festgestellt, welche mit einem Ru¨ckgang der Makrophagen-Population
einherging [117]. Auch eine fraktionierte Strahlung mit nur einer geringen Dosis von 0.5 Gy in
arthritischen Ma¨usen fu¨hrte zur Suppression der Produktion von IL-17 und IL-6 sowie einem
Anstieg der anti-entzu¨ndlichen Tregs [118]. In Mausmodellen mit multipler Sklerose (MS),
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einer chronisch-entzu¨ndliche Erkrankung der Myelinscheiden im zentralen Nervensystem,
wurde nach fraktionierter Behandlung mit 0.5 Gy (4x wo¨chentlich) eine Suppression der
CD8+ T-Zellen sowie ein Anstieg der regulatorischen T-Zellen gemessen [119]. Eine mo¨gliche
Erkla¨rung fu¨r die Entzu¨ndungslinderung ko¨nnte im Allgemeinen darauf beruhen, dass unter
anderem durch die Strahleneinwirkung die Produktion von NO (Stickstoffoxid) durch Ma-
krophagen herabreguliert wird und somit die Entzu¨ndungsvorga¨nge herunterreguliert [120].
Zudem konnte gezeigt werden, dass die Adha¨sion der Leukozyten an Endothelzellen bei der
Transmigration ins Gewebe durch Bestrahlung gesto¨rt wird [121].
Neben der direkten Wirkung von Strahlung auf die Zellen des Immunsystems wurde auch
der Einfluss auf die Signalwege zwischen den Zellen untersucht. Die mo¨gliche Einwirkung
von LD-RT auf die im Knochenmetabolismus relevanten Zellen (OB, OC, T-Zellen) sind in
Abbildung 1.6 dargestellt. Die Faktoren wie NF-kB oder AP-1 werden durch die Bestrahlung
aktiviert und fu¨hren zur Translationen wichtiger anti-inflammatorischer Zytokine wie z.B.
TGF-b [122, 123]. In Studien wurde gezeigt, dass LD-RT zu immunsuppressiven Effekten
fu¨hrt, welche zur beschleunigten Differenzierung der Knochenmarkprogenitoren [124] sowie
Abnahme der Leukozytenzahl im Blut fu¨hrt [125, 126].
Zusa¨tzlich zur Photonen LD-RT kann Radon in Rahmen einer Balneotherapie oder
Ganzko¨rperexposition in Bergstollen angewendet werden. Radon (222Rn) ist ein radio-
aktives Edelgas und entsteht durch den Zerfall von Radium (226Ra) mit einer Halbwertszeit
von 3,8 Tagen. Beim Zerfall von Radium und Radon werden α-Teilchen freigesetzt. Sie haben
eine Reichweite in Wasser von 41,1 mm und 20 mm in Gewebe. Die Zeit in der Radon im
Ko¨rper verbleibt wird auf wenige Minuten gescha¨tzt, wa¨hrend ungefa¨hr 60% des inkorporierten
Radons innerhalb von 15-30 min ausgeatmet wird [127].
Der weitere Zerfall von Radon fu¨hrt zu kurzlebigen, radioaktiven Tochterprodukten wie Blei
und Polonium unter Freisetzung von α- und β-Partikeln. Die meiste α- und β-Strahlung
wird innerhalb der ersten 7 Stunden emittiert, die restliche schwache β-Strahlung kommt
von Blei und Bismut mit einer Halbwertszeit von 23 Jahren [128, 129]. In den Stollen ha¨ngt
die Radonkonzentration in der Luft von den geologischen Beschaffenheiten des Bodens ab.
So wird in granitischen und vulkanischen Landstrichen eine ho¨here Konzentration gemessen
als in Schotter- oder Muschelkalkgebieten. Die bei der klinischen Anwendung von Radon
relevanten Dosen konnten bisher nur gescha¨tzt werden. Basierend auf Aktivita¨tsmessungen
im Radonstollen (mittlere Aktivita¨t: 43 kBq/m3) und in Wannenba¨dern betra¨gt die mittlere
Dosis wa¨hrend einer Kur mit insgesamt 10 Anwendungen fu¨r die Epidermis ca. 2 mGy. Die
mittlere Dosis fu¨r das gesamte Hautgewebe liegt bei 30 mGy und die Dosen in den u¨brigen
Organen ebenfalls bei wenigen mGy. Es muss demnach davon ausgegangen werden, dass die
applizierten Dosen sehr gering sind. Die genaue Wirkung von Radon wird in randomisierten
Studien in Patienten seit 1990 untersucht. Die Studien berichten u¨ber eine Minderung der
krankheitsspezifischen Symptome [130–132]. Untersuchungen in vivo zeigten, dass Radon ver-
mehrt in der Haut inkorporiert wird und die Sekretion von Kortikoiden der Nebennierenrinde
stimuliert [133]. Auch die Aktivita¨t der natu¨rlichen Killerzellen, welche bei RA Erkrankung
vermindert ist, wurde nach Radon Behandlung normalisiert [134]. Neuere Studien [97] deuten
auf Vera¨nderung des Zytokinmilieus hin, welches die Entzu¨ndung und den Knochenabbau
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unterdru¨ckt.
1.6 Physikalische Grundlagen ionisierender Strahlung
Sowohl Photonen als auch die durch Radon freigesetzten α-Teilchen geho¨ren zur Gruppe
ionisierender Strahlung. Demgegenu¨ber gibt es auch nicht ionisierende Strahlenarten wie z.B.
die Infrarotstrahlung. Im Falle von ionisierender Strahlung ko¨nnen Photonen bzw. Korpus-
keln mit Materie Wechselwirkungen eingehen und mittels zur Verfu¨gung stehender Energie
Ionisationen auslo¨sen. Dabei wird ein Elektron aus einem Atom entfernt [135].
Die von der Strahlung deponierte Energie ∆Eabs pro Masseneinheit ∆m wird als Dosis D
angegeben und ist eine wichtige physikalische Gro¨ße, da biologische Effekte von ionisierender
Strahlung ha¨ufig als Funktion der Dosis beschrieben werden ko¨nnen :
D =
∆Eabs
∆m

Gy =
J
kg
 
(1.1)
Ionisierende Strahlung kann wiederum in Wellenstrahlung und Teilchenstrahlung eingeteilt
werden. Zur Wellenstrahlung za¨hlen die elektromagnetischen Ro¨ntgen- und γ-Strahlen. Photo-
nen u¨bertragen ihre Energie auf die Wechselwirkungspartner in diskreter Form. Die gebu¨ndelte
Energie eines Photons ist abha¨ngig von Frequenz ν und Planksches Wirkungsquantum h. Die
Frequenz ν wird aus Wellenla¨nge λ und Lichtgeschwindigkeit c bestimmt:
E = hν,mit ν =
c
λ
(1.2)
Teilchenstrahlung unterteilt sich in geladene Ionen (z.B. Protonen,α-Partikel und Schwerio-
nen), Elektronen und ungeladene Neutronen (Hall.2012). Die geladenen Teilchen ko¨nnen durch
ihr elektrisches Feld direkt Elektronen aus der Atomhu¨lle schlagen und so Ionen zuru¨cklassen.
Dieser Vorgang wird als direkte Ionisation bezeichnet. Zu einer indirekten Ionisation za¨hlen alle
Strahlungsarten ohne elektrische Ladung (Photonen, Neutronen), die ihre Energie zuna¨chst
auf ein anderes Atom u¨bertragen, welches seinerseits die umgebende Materie ionisieren kann
[136].
Zudem wird zwischen du¨nn- und dicht ionisierender Strahlung unterschieden. Elektronen und
die Sekunda¨relektronen produzierende Photonenstrahlung za¨hlt wegen ihres geringen Ionisie-
rungsvermo¨gens zu den du¨nn ionisierenden Strahlungsarten. Bei du¨nn ionisierender Strahlung
sind Ionisationsereignisse gleichma¨ßig u¨ber das gesamte Bestrahlungsvolumen verteilt. α-
Teilchen oder Schwerionen erzeugen dicht ionisierende Strahlung, da die Ionisationsereignisse
in kleinen kompakten Volumina um die Bahnspur des Teilchen erfolgen [136] (siehe Abb.1.7).
1.6.1 Dosisdeposition du¨nn ionisierender Strahlung
Photonenstrahlen ionisieren die Atome der Zielmaterie u¨ber Photoeffekt, Comptoneffekt
oder u¨ber Paarbildung. Dabei wird die Energie von Photonen auf Elektronen u¨bertragen
mit einer zufa¨lligen Raumverteilung. Durch die Ionisation erzeugte freie Elektronen geben
ihre Energie durch Interaktion mit anderen Elektronen weiter ab und fu¨hrt so zur einer
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Abbildung 1.7: Dosisverteilung in du¨nn und dicht-ionisierender Strahlung. Ro¨ntgenstrahlen deponieren ihre
Energie homogen u¨ber die bestrahlte Fla¨che. Teilchenstrahlung (Kohlenstoff-Ionen) deponiert ihre Energie
entlang der Teilchenspur. Dargestellt die Dosisverteilung bei Bestrahlung mit 2 Gy auf der Fla¨che eines
typischen Fibroblastenkernes [137]
homogenen Energieverteilung (siehe Abb.1.7) Die mittlere freie Wegla¨nge zwischen diesen
sekunda¨ren Ionisationsereignissen sinkt mit der Energie der beteiligten Elektronen. Wie in
Abb.1.8 dargestellt, nimmt die Energiedeposition mit steigender Eindringtiefe exponentiel ab.
1.6.2 Dosisdeposition dicht ionisierender Strahlung
Dicht ionisierende Teilchen erzeugen ebenso wie Photonenstrahlen Sekunda¨relektronen, jedoch
ist die Energiedeposition deutlich ho¨her, da der u¨berwiegende Anteil der Ionisationsereignisse
unweit von der Teilchenspur erzeugt wird. Die erzeugten Elektronen besitzen eine niedrige
Energie und ko¨nnen sich nicht weit entfernen.
Die Reichweite des Elektrons steigt mit seiner Energie an, so dass die Energiedeposition
mit dem Quadrat des Abstandes zum Ion abnimmt. Es fu¨hrt zu einer extrem hohen lokalen
Dosisdeposition entlang der Teilchenspur (siehe Abb.1.7) Da sich das Ionisationsvermo¨gen nur
schwer meßtechnisch ermitteln la¨sst, wird zur Charakterisierung einer Strahlung der Quotient
aus dem mittleren Energieverlust (dE), den das Teilchen durch Sto¨ße erleidet und dem dabei
zuru¨ckgelegten Weg (ds) verwendet und als linearer Energietransfer (LET) bezeichnet :
LET =
dE
ds

keV
µm
 
(1.3)
Du¨nn ionisierende Strahlung hat einen LET weniger als 3,5 keV/mm, wa¨hrend dicht ionisierende
Strahlenarten ho¨here LET Werte aufweisen.
Wa¨hrend in der LD-RT Photonenstrahlung angewendet wird, ko¨nnen zur Behandlung von
entzu¨ndlichen Erkrankungen α-Partikel in Rahmen einer Radontherapie angewendet werden.
Wie in Abb.1.9 dargestellt, zerfa¨llt Radium (Ra-226) in Radon (Rn-222) unter Emitierung
eines α-Teilchens, dabei wird die Ordnungszahl um 2 und die Kernmasse um 4 reduziert.
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Abbildung 1.8: Energiedeposition von Ro¨ntgenstrahlen und Kohlenstoff-Ionen in Abha¨ngigkeit ihrer Eindringtiefe
in Wasser. Bei Ro¨ntegstrahlung sinkt die Dosis mit der Eindringtiefe exponentiell. Bei Kohlenstoff-Ionen steigt
die Energiedeposition mit der Eindringtiefe an und fa¨llt nach Erreichen der maximalen Eindringtiefe stark ab.
Ein α-Teilchen ist ein doppelt ionisiertes 4He-Atom. Das α-Teilchen, das aus dem Grund-
zustandszerfall herru¨hrt, hat eine Energie von 4,782 MeV und besitzen eine relativ geringe
Reichweite. Aufgrund der hohen LET sind α-Teilchen im Vergleich zu Photonenstrahlung
besonders effektiv und in der Wirksamkeit mit Kohlenstoff-Ionen vergleichbar.
Abbildung 1.9: Zerfallsreihe von Radium-226. Modifiziert von Sa¨chsisches Staatsministerium fu¨r Umwelt und
Landwirtschaft
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1.7 Strahlenbiologische Vera¨nderungen
Bei einer Wechselwirkung zwischen biologischem Material (Zellen, Gewebe) und Strahlung,
kann es zu biochemischen und biologischen Vera¨nderungen kommen. Biochemische Wirkun-
gen sind dann zu erwarten, wenn die Energieu¨bertragung zur Ionisation oder zu Struktur
vera¨ndernden Anregungen von Biomoleku¨hlen fu¨hrt. Der Energiebedarf fu¨r eine solche Io-
nisation liegt bei 15 eV. Ionisierende Strahlung kann zu DNA-Bru¨chen fu¨hren, welche zu
Vera¨nderungen in der Zellzyklusverteilung, vera¨nderter Proteinexpression oder gar Apoptose
fu¨hren ko¨nnen.
1.7.1 Zellzyklusa¨nderungen
Die Zellen durchlaufen einen Zellzyklus. Sie wachsen und teilen sich am Ende in zwei Toch-
terzellen. Der Zellzyklus wird in 4 Phasen unterteilt- Mitose, G1, S und G2. Die La¨nge des
Zellzyklus variiert zwischen den einzelnen Zelltypen.
Zellen durchlaufen wa¨hrend der Zellzyklusphasen bestimmte Kontrollpunkte (Checkpoints),
an denen gepru¨ft wird, ob Scha¨den auftreten und die Zellzyklusprogression weiter fortgefu¨hrt
werden kann. Falls die Zelle die Bedingungen nicht erfu¨llt, kommt es zu einem Zellzyklus-
Arrest in der jeweiligen Phase. Die Progression des Zellzyklus wird zum großen Teil durch die
Aktivita¨t von Cyclin-abha¨ngigen Kinasen reguliert.
Bestrahlung kann zu einem Arrest in G2 oder anderen Zellzyklusphasen fu¨hren. In der G2-
Phase sind die Zellen besonders strahlensensitiv und ko¨nnen aufgrund einer fehlerhaften
Reparatur die Scha¨den auf die na¨chste Zellgeneration u¨bertragen. Die Akkumulation der
Scha¨den fu¨hrt dann letztendlich zum Zelltod.
1.7.2 Differenzierung
Als Differenzierung bezeichnet man die Entwicklung von Zellen ausgehend von einem weniger
spezialisierten Zustand und U¨bergang in einen sta¨rker spezialisierten Zustand. Wa¨hrend des
Differenzierungsprozesses durchlaufen die Zellen mehrfach Zellteilungen, welche zum Erreichen
eines bestimmten Differenzierungsgrades notwendig sind. Eine beschleunigte Differenzierung
verringert die Anzahl der Zellteilungen.
Eine Bestrahlung kann zu einer beschleunigten Differenzierung fu¨hren. Hierbei ko¨nnen strah-
leninduzierte genetische Vera¨nderungen dazu fu¨hren, dass der Eintritt in die na¨chste Mitose
fehlschla¨gt oder sie durchlaufen einige Zellteilungen unter geringer Wachstumsrate [138]. Somit
fu¨hrt der verlangsamte Zellzyklus oder das Fehlen bestimmter Faktoren nach Bestrahlung die
Zellen zu einer schnelleren Differenzierung. In vitro Beobachtungen zeigten bereits in mehreren
Zelltypen wie Plattenepithelkarzinom, Darmepithel, Neroblastomzellen sowie Fibroblasten,
dass eine beschleunigte Differenzierung nach Bestrahlung eintritt [139–142].
1.7.3 Apoptose
Apoptose ist ein sehr straff programmierter und regulierter Zelltod, welcher eine entscheidende
Rolle in der Entwicklung und Homo¨ostase von Normalgewebe spielt. Mittels Apoptose werden
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nicht mehr beno¨tigte oder gescha¨digte Zellen aus dem Pool der gesunden Zellen eliminiert und
somit eine gesunde Balance aufrechterhalten. Eine Sto¨rung im Ablauf der Apoptose kann auch
Ursache fu¨r Krankheiten sein. So kann ein fehlerhafter Verlauf in der Apoptose zu Krebs oder
Autoimmunerkrankungen fu¨hren, wa¨hrend eine versta¨rke Apoptose mit neurodegenerativen
Erkrankungen wie Alzheimer oder Parkinson assoziiert wird [143].
Der intrinsische Signalweg wird durch vielfa¨ltige intrazellula¨re Stressfaktoren wie z.B. DNA-
Scha¨den ausgelo¨st, welche zur Permeabilisierung der mitochondrialen Membran fu¨hrt [144].
Die Zersto¨rung der Membran fu¨hrt zur Freisetzung von Faktoren wie Cytochrom C oder
SMAC sowie Endonuklease G und AIF ins Zytosol, welche dann wiederum Caspasen aktivieren.
Caspasen spalten proteolytisch verschiedene intrazellula¨re Substrate und zersto¨ren dabei die
Zellphysiologie. Dies fu¨hrt zu pha¨notypischen Vera¨nderungen, welche fu¨r eine apoptotische
Zelle charakteristisch sind [145]. Die Zelle beginnt als Folge der Spaltung von Aktin- und
Lamin-Filamenten des Zytoskeletts zu schrumpfen. Das Endstadium einer Apoptose ist durch
die Bildung der Membranbla¨schen oder Vesikeln (apoptotic bodies) gekennzeichnet. Die Zelle
vera¨ndert ihre Form in der Art und Weise, pra¨sentiert auf ihrer Membran Phosphatidylserine
damit sie durch Makrophagen phagozytiert werden kann. Makrophagen sind fu¨r die saubere
Entfernung der toten Zellen verantwortlich
1.8 Problemstellung
Sto¨rungen des Knochenmetabolismus ko¨nnen zu entzu¨ndlichen Erkrankungen wie Rheuma-
toider Arthritis (RA) fu¨hren. Dabei ist die fein regulierte Balance zwischen Knochenaufbau
und Knochenabbau gesto¨rt. Zur Behandlung der Erkrankung werden neben konventionellen
Basistherapien auch Strahlentherapien, in Form von Photonenbestrahlung mit niedrigen
Dosen (LD-RT) oder α-Teilchen in Radon-Ba¨dern angewendet. Eine Bestrahlung kann zu
einer deutlichen Minderung der Krankheitssymptome fu¨hren. Trotz des klinischen Erfolgs
sind die molekularen und zellula¨ren Mechanismen der Bestrahlung weitgehend ungekla¨rt. Zur
besseren Planung der Therapie sowie einer Risikoabscha¨tzung der Strahlung sind weitere
Untersuchungen und Erkenntnisse notwendig.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Auswirkung von niedrigen Dosen ionisierender Strah-
lung auf Zellen, welche am Knochenmetabolismus beteiligt sind, untersucht. Da zudem das
Immunsystem maßgeblich an der Regulation des Knochenmetabolismus beteiligt ist, wurden
neben den knochenaufbauenden Osteoblasten und knochenabbauenden Osteoklasten eben-
falls T-Zellen untersucht. Da in diesen Zelltypen eine Bestrahlung zu Vera¨nderungen in der
Differenzierung und zur Freisetzung von Zytokinen sowie einer mo¨glichen strahlen-induzierte
Apoptose fu¨hren ko¨nnte, wurden diese Aspekte untersucht.
Im Fokus der Untersuchungen stand eine mo¨gliche strahleninduzierte Differenzierung der
Osteoblasten, die mittels geeigneter Differenzierungsmarker untersucht wurde. Dabei sollte die
Eigenschaft der Zellen zur Mineralisierung der Matrixumgebung nach Bestrahlung untersucht
werden, sowie die Expression von Transkriptionsfaktoren nach Bestrahlung bestimmt werden.
Zwar liegen hier einigen Untersuchungen zum Verhalten der Osteoblasten nach Bestrahlung mit
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hohen Dosen Ro¨ntgenstrahlung vor, die Ergebnisse zur Behandlung der Zellen mit niedrigen
Dosen sind unvollsta¨ndig oder gar nicht vorhanden. Diese Lu¨cke sollte mit Untersuchungen
im Rahmen dieser Arbeit geschlossen werden.
Die Entwicklung von knochenabbauenden Osteoklasten ist eng an die Differenzierung von
Osteoblasten gekoppelt. Daher war es sinnvoll auch die Differenzierung dieser Zellen nach
Bestrahlung zu untersuchen. Da Monozyten als Vorla¨ufer von Osteoklasten fungieren, wurde
aufgrund deren Strahlensensitivita¨t [146] eine erho¨hte Apoptoserate sowie ein Differenzie-
rungsstop nach Bestrahlung vermutet. In ersten Experimenten sollte daher die Proliferation
und Differenzierung der Osteoklastenvorla¨uferzellen nach Bestrahlung untersucht werden.
Dabei ist nicht nur die Ausbildung von multinuklea¨ren Zellen wichtig, sondern auch die
Expression der differenzierungsspezifischen sowie aktivita¨tsbestimmenden Proteine. In den
in vitro Untersuchungen wurde ebenfalls die Funktionalita¨t der Zellen nach Bestrahlung auf
Plastik und anderen Substraten etabliert.
Neben der Untersuchung zur Kommunikation zwischen Osteoblasten und Osteoklasten sollte
der Einfluss von entzu¨ndlichen Th17 Zellen sowie deren Antagonisten Treg Zellen untersucht
werden. Treg gelten als strahlenresistent [147], so dass die Hypothese untersucht werden sollte,
ob die Aktivita¨t von entzu¨ndlichen Th17 Zellen durch eine erho¨hte Diffrenzierung von Treg
Zellen nach Bestrahlung inhibiert werden ko¨nnte.
Fu¨r die Untersuchungen beno¨tigte Zellen sollten aus prima¨ren humanen Vorla¨uferzellen diffe-
renziert werden.
Neben den in vitro Untersuchungen sollten im Rahmen der RADON Studie Seren von Pa-
tienten mit muskuloskelettalen Erkrankungen auf Marker des Knochenumbaus sowie das
Verha¨ltnis von Th17/Treg untersucht werden. Die bisherigen Studien [97, 148] zeigten einen
anti-inflammatorischen Effekt, welcher unter anderem auf den Ru¨ckgang der TNFα sowie eine
Zunahme von TGFβ beruht. Da diese Zytokine in der Differenzierung von Th17 und Treg eine
Rolle spielen, wurde eine Verschiebung des Th17:Treg Verha¨ltnisses vermutet, das ebenfalls
eine inhibierende Wirkung auf die Osteoklastogenese haben und somit den Knochenabbau
vermindern ko¨nnte.
Insgesamt sollten die Untersuchungen dieser Arbeit zur Aufkla¨rung der Auswirkung von LD-
Ro¨ntgenstrahlung und Radonexposition auf mechanistische Abla¨ufe im Knochenmetabolismus
beitragen.

Kapitel 2
Methoden
2.1 Zellen und Kultivierungsbedingungen
In diesem Abschnitt sind Methoden beschrieben, die fu¨r die Erstellung der vorliegenden
Arbeit angewendet wurden. Die Informationen zu verwendeten Materialien, Chemikalien und
Lo¨sungen sind im Anhang aufgelistet.
Wie in der Abb.2.1 dargestellt, wurden alle verwendeten Zellen aus humanem Material (Blut,
Buffycoat, Knochenmark) gewonnen und entsprechend der beschriebenen Methoden kultiviert.
Die Bereitstellung der Proben erfolgte direkt durch den Blutspendedienst oder im Rahmen
der ha¨matopoetischen Stammzelltransplantation mit Einwilligung der Stammzellspender am
Institut fu¨r Transfusionsmedizin und Immunha¨matologie in Frankfurt/Main (Deutsches Rotes
Kreuz, Butspendedienst Baden-Wu¨rttemberg-Hessen).
2.1.1 Isolierung humaner Lymphozyten aus peripheren Blut
Die peripheren Blutlymphozyten (PBLs) wurden aus dem Buffycoat (Deutsches Rotes Kreuz,
Blutspendedienst Baden-Wu¨rttemberg-Hessen, Frankfurt am Main) isoliert. Dazu wurde das
aufkonzentrierte Blut zuna¨chst mit einer PBS/EDTA-Lo¨sung im Verha¨ltnis von 1:1 in einem
50 ml-Falcon Ro¨hrchen gemischt. Zum Auftrennen der einzelnen Zellphasen des Blutes wurde
eine Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll durchgefu¨hrt. In einem 50 ml-Falcon Ro¨hrchen
wurde das Blut-PBS/EDTA Gemisch vorsichtig auf die Ficoll-Phase geschichtet. Mit dem
ersten Zentrifugationsschritt (1300 xg, 35 min) wurden die mononuklearen Zellen (MNCs)
dauerhaft von den Granulozyten und Erythrozyten abgetrennt. Die u¨ber den MNCs entstan-
dene Plasmaschicht wurde entweder verworfen oder fu¨r Zytokinbestimmungen aufbewahrt.
Die Interphase mit MNCs wurde vorsichtig mit einer Pipette entnommen und in ein neues
Ro¨hrchen u¨berfu¨hrt. Es folgten weitere Waschschritte der MNCs mit PBS/EDTA-Lo¨sung (680
xg, 10 min; 200 xg, 10 min). Das entstandene Zellpellet wurde im Anschluss mit Monozyten-
Medium resuspendiert und in einer Zellkulturflasche inkubiert (1 Stunde bei 37 C, 5% CO2).
Dies fu¨hrte dazu, dass Monozyten durch Plastikadha¨renz von den restlichen Lymphozyten
sich abtrennten. Nach Absetzen der Monozyten wurde die Zellzahl von Lymphozyten im
U¨berstand gemessen. Die Lymphozyten wurden anschließend in Lymphozyten-Medium zur
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Abstammung von verwendeten Zellen. Die Zellen wurden aus
Blut oder Knochenmark isoliert. Die Adipozyten, Chondrozyten und Osteoblasten wurden aus mesenchymalen
Stammzellen (MSCs) differenziert. Die Immunzellen Th17 und Treg wurden aus CD4+ Blutlymphozyten isoliert,
Osteoklasten wurden aus Monozyten differenziert. Sowohl PBLs als auch Monozyten stammen urspru¨nglich
von ha¨matopoetischen Stamm- und Progenitorzellen.
weiteren Kultivierung u¨berfu¨hrt.
2.1.2 Anreicherung der CD4+ T-Zellen
Die Isolierung der CD4+ Blutlymphozyten erfolgte mittels Immunmagnetseparation. Die
aufgereinigten Lymphozyten (siehe 2.1.1) wurden mit einem Antiko¨rper positiv markiert, der
an das Epitop des Oberfla¨chenmarkers CD4 bindet. Die Immunmagnetseparion erfolgte nach
Angaben der Herstellers (CD4 Microbeads, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach). Eine definierte
Lymphozyten-Zellzahl wurde in einem Ro¨hrchen zentrifugiert (300 xg, 10min) und das Zellpellet
wurde in 80 ml FcR-Blocking Puffer pro 107 Zellen gelo¨st, um unspezifische Bindungen mit
dem Fc-Rezeptor zu vermeiden. Die Zellsuspension wurde mit CD4+ Antiko¨rpern, welche
an MACS Microbeads angelagert sind, resuspendiert (20 ml pro 107 Zellen fu¨r 15 min, 4  C).
Anschließend wurde die Zellsuspension mit 2 ml Sa¨ulenpuffer gewaschen (300 xg, 10 min), der
U¨berstand verworfen und das Zellpellet in 500 ml Sa¨ulenpuffer resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde auf magnetische Sa¨ulen (LD Colums, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) geladen.
Durch Anhaften der CD4+ markierten Zellen an der Sa¨ule wurden diese zuru¨ckgehalten,
wa¨hrend durch mehrmaliges Waschen mit jeweils 3 ml Sa¨ulenpuffer ein Durchfluss der CD4-
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Zellen erfolgte. Nach dem Entfernen der Sa¨ulen aus dem Magnetfeld, konnten die CD4+
Zellen mit 5 ml Sa¨ulenpuffer eluiert werden. Die Reinheit der isolierten Zellen wurde im
Durchflusszytometer mit anti-CD4 (FITC) Antiko¨rpern bestimmt (siehe Abschnitt 2.2.8).
2.1.3 Differenzierung von Th17/Treg-Zellen aus CD4+ T-Zellen
Die Differenzierung der Lymphozyten zu IL17+ (Th17) sowie Foxp3+ (Treg) Zellen erfolgte in
96 Well-Platten, welche mit 5 mg/ml anti-CD3 (OKT3, ebioscience Inc, San Diego) beschichtet
wurden (u¨ber Nacht bei 4 C). Der anti-CD3 Antiko¨rper stimmuliert die Lymphozyten u¨ber eine
Aktivierung des TCR-Komplexes. Die CD4+ T-Lymphozyten (siehe 2.1.2) wurden im T-Zell-
Differenzierungsmedium resuspendiert, ggf. bestrahlt und anschließend 1x 106 Zellen pro Well
pipettiert. Je nach Experiment wurden dem Differenzierungsmedium zusa¨tzlich TGFβ (1ng/ml)
und/oder TNFα (1ng/ml) zugegeben. Nach 7 Tagen Inkubation im Brutschrank (37 C, 5%
CO2) wurden die Zellen mit anti-IL17 und anti-Foxp3 gefa¨rbt und im Durchflusszytometer
analysiert.
2.1.4 Differenzierung von Osteoklasten
Fu¨r die Differenzierung der humanen Osteoklasten aus monozyta¨ren Vorla¨uferzellen wurden
die angehefteten Monozyten aus einem Buffycoat (2.1.2) verwendet. Dafu¨r wurden Monozyten
zuna¨chst von Lymphozyten im X-vivo 15 (Lonza) Medium durch das Absetzten fu¨r eine Stunde
selektioniert. Anschließend wurden die adha¨renten Monozyten mit PBS /  gewaschen, um
die restlichen Lymphozyten zu entfernen. Den Monoyzten wurde Differenzierungsmedium fu¨r
Osteoklasten zugegeben und dieses alle drei Tage gewechselt. Fu¨r die Bestrahlungsexperimente
wurden die Monozyten sofort nach Zugabe des Differenzierungsmediums bestrahlt.
Fu¨r die Kultivierung der Zellen auf den Knochenpla¨ttchen, wurde das Knochenpla¨ttchen fu¨r
2 Stunden im α-MEM Medium inkubiert und anschließend im autologen Serum der jeweiligen
Spender im Brutschrank fu¨r 2 Stunden inkubiert. Danach wurden 200 000 PBMCs auf die
vorbehandelten Knochenpla¨ttchen ausgesa¨t. Nach 1 Stunde wurden die nicht adha¨renten
Zellen verworfen und das Differenzierungsmedium auf die Knochen gegeben.
Der Nachweis von ausdifferenzierte Osteoklasten erfolgte mittels TRAP und F-Actin-Fa¨rbung
(siehe Abschnitt 2.2.6.)
2.1.5 Isolierung humaner mesenchymaler Stammzellen aus
Knochenmarkaspiraten
Humane mesenchymale Stammzellen (hMSCs) wurden aus den Proben der Knochenmarks-
punktation gesunder Spender isoliert. Die Bereitstellung der Proben erfolgte im Rahmen
der ha¨matopoetischen Stammzelltransplantation mit Einwilligung der Stammzellspender am
Institut fu¨r Transfusionsmedizin und Immunha¨matologie in Frankfurt/Main (Deutsches Rotes
Kreuz, Blutspendedienst Baden-Wu¨rttemberg-Hessen).
Die Proben wurden in PBS/EDTA Puffer aufgenommen und zentrifugiert (200 xg, 8 min).
Anschließend erfolgte die Lyse der Erythrozyten mit RBC-Lysepuffer. Die Lyse wurde durch
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Zugabe von Medium nach 5 min gestoppt. Die Zellen wurden erneut zentrifugiert (200 xg,
8 min) und im MSC-Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde fu¨r die Kultivierung
in T75cm2-Kulturflaschen u¨berfu¨hrt. Nach 2 Tagen Kultivierung im Brutschrank wurde der
U¨berstand entnommen, im Verha¨ltnis 1:2 mit frischem Medium versetzt und in eine neue
Kulturflasche u¨berfu¨hrt. Die Flasche mit bereits abgesetzten Zellen wurde mit neuem Medium
gefu¨llt. Die Zellen wurden bis zur Konfluenz kultiviert unter regelma¨ßigem Wechsel des Medi-
ums. Beim Erreichen der Konfluenz wurden die MSCs fu¨r Differenzierungsversuche verwendet
oder mittels Antiko¨rperfa¨rbung im Durchflusszytometer pha¨notypisiert (siehe Abschnitt 2.2.1).
2.1.6 Differenzierung humaner Adipozyten aus MSCs
Humane MSCs wurden in Kulturschalen (Ø35 cm) mit je 40.000-60.000 Zellen ausgesa¨t und
bis zu einer Konfluenz von 50% kultiviert. Danach wurden die Zellen mit adipogenem Medium
kultiviert. Der Mediumwechsel erfolgte alle 48 Stunden. Erste Adipozyten wurden nach 5-7
Tage gebildet. Der Nachweis von Adipozyten erfolgte mit der Oil Red O Fa¨rbung (siehe
Abschnitt 2.2.5).
2.1.7 Differenzierung humaner Chondrozyten aus MSCs
Zur Differenzierung von Chondrozyten aus hMSCs wurden 5x 106 hMSCs beno¨tigt. Dazu
wurden die Zellen mit Trypsin in Einzelzellsuspension gebracht und mit einem Chondrozyten
Medium vermischt. Die Zellsuspension wurde in einem 15 ml Falcon Ro¨hrchen zentrifugiert
(200 xg, 5 min). Der U¨berstand wurde entfernt und die Zellen in 1 ml des Chondrozyten-
Medium resuspendiert. Die Zellen wurden dann in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefa¨ß u¨berfu¨hrt und
erneut zentrifugiert (200 xg, 5 min). Der U¨berstand wurde verworfen und die Zellen im 50 ml
Restvolumen resuspendiert. Zur Kultivierung der Zellen wurde eine 24-Well Platte verwendet.
Die Zellen wurden in die Mitte des Wells pipettiert. Die Zellen wurden fu¨r 4 Stunden im
Brutschrank inkubiert und anschließend wurde 1 ml Medium vorsichtig hinzugefu¨gt. Die
Zellkulturdauer betrug 21 Tage. Wa¨hrend dieser Zeit wurde alle drei Tage ein Mediumwechsel
durchgefu¨hrt. Die Zellen bildeten einen Zellverband und differenzierten zu Chondrozyten aus.
Der Nachweis von Chondrozyten erfolgte mittels Alcian Blau Fa¨rbung (siehe Abschnitt 2.2.2).
2.1.8 Differenzierung humaner Osteoblasten aus MSCs
Die Differenzierung von Osteoblasten erfolgte aus hMSCs durch Zugabe von Osteoblasten-
Medium. Dabei wurden die Zellen bei Erreichen der Konfluenz passagiert und ab Passage 3
als reife Osteoblasten bezeichnet. Nach der 3. Passage erreichten die Zellen eine maximale
Ca2+- Einlagerung und stellten die Proliferation langsam ein. Die verwendete Passagenzahl
wurde in den Versuchen stets protokolliert.
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2.2 Histologische und immunologische Fa¨rbetechniken
2.2.1 Pha¨notypisierung isolierter humaner mesenchymaler Stammzellen
Aus dem Knochenmark isolierte hMSCs wurden bis zur Konfluenz in MSC-Medium kultiviert
und dann nach den Anforderungen der International Society for Cellular Therapy (ISCT)
mit bestimmten Oberfla¨chenmarkern charakterisiert. Dazu wurde das MSC Phenotyping Kit
(Miltenyi biotec, Bergisch Gladbach) mit folgenden Antiko¨rpern verwendet:
CD14-PerCP (clone: TU¨K4, isotype: mouse IgG2a),
CD20-PerCP (clone: LT20.B4, isotype: mouse IgG1),
CD34-PerCP (clone: AC136, isotype: mouse IgG2a),
CD45-PerCP (clone: 5B1, isotype: mouse IgG2a),
CD73-APC (clone: AD2, isotype: mouse IgG1),
CD90-FITC (clone: DG3, isotype: mouse IgG1),
CD105-PE (clone: 43A4E1, isotype: mouse IgG1).
Die Fa¨rbung wurde nach Herstellerangaben durchgefu¨hrt. Die Zellen wurden in Zellsuspension
gebracht und 1x106 Zellen fu¨r die Fa¨rbung entnommen. Diese wurden zentrifugiert (300 xg,
10 min) und der U¨berstand entfernt. Das Pellet wurde in PBS / /EDTA mit 0,5% BSA
Puffer resuspendiert und auf zwei Ro¨hrchen aufgeteilt - fur MSC Phenotyping und fu¨r Isotyp-
Kontrollen. Es wurden 10 ml der Antiko¨rpermischung oder Isotyp-Kontrolle hinzugegeben und
fu¨r 10 min im Dunkeln (4 C) inkubiert. Danach wurden die Zellen mit PBS / /EDTA mit
0,5% BSA Puffer gewaschen und mittels Durchflusszytometrie analysiert.
Abbildung 2.2: Pha¨notypisierung der humanen mesenchymalen Stammzellen nach ISCT. Die Zellen wurden
mit anti-CD14, anti-CD20, anti-CD34 und anti-CD45 als Negativmarker und mit anti-CD73, anti-CD90
und anti-CD105 als Positivmarker gefa¨rbt (blaue Histogramm). Die durchsichtigen Histogramme stellen die
ungefa¨rbten Isotypkontrollen dar.
2.2.2 Alcianblau Fa¨rbung der Chondrozyten
Chondrozyten bilden Knorpelgewebe aus und lagern Glycosaminoglykane sowie Proteoglykane
ein. Die Glykane werden als Marker fu¨r Knorpelgewebe genutzt und mittels Alcianblau
Fa¨rbung nachgewiesen. Fu¨r die Fa¨rbung wurden aus den ausdifferenzierten Chondrozyten
Kryoschnitte angefertigt. Die Schnitte wurden kurz mit Wasser angefeuchtet und mit PBS / 
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vorsichtig gewaschen. Anschließend wurden die Schnitte mit 70% Ethanol fu¨r 10 min fixiert
und danach zwei mal mit PBS /  gewaschen. Die Alcianblau Fa¨rbelo¨sung wurde fu¨r 30 min
auf den Schnitten inkubiert. Danach wurden die Schnitte kurz mit Wasser abgespu¨lt. Die
Auswertung erfolgte am Lichtmikroskop (siehe Abb.2.3).
Abbildung 2.3: Alcianblau Fa¨rbung der Chondrozyten. Die ausdifferenzierte Chondrozytenkultur (a) wurde
nach 21 Tagen fixiert, Kryoschnitte angefertigt und diese mit Alcianblau gefa¨rbt. Der Zellverband (b und c)
zeigte eine bla¨uliche Fa¨rbung.
2.2.3 Alizarin Red S Fa¨rbung von Ca2+- Einlagerungen in Osteoblasten
Fu¨r Osteoblasten charakteristische Ca2+- Einlagerungen dienen dem Aufbau und der Stabilisie-
rung des Knochens. Diese werden mit Fortschreiten der Kultur immer deutlicher und ko¨nnen
durch das Fa¨rben mit Alizarin Red S sichtbar gemacht werden. Die Zellen wurden mit PBS / 
gewaschen und mit eiskaltem Ethanol (70%) fu¨r eine Stunde bei RT fixiert. Danach wurde der
Ethanol vorsichtig abgenommen und die Proben mit PBS /  (2 x 5 min) gewaschen. Auf die
fixierten Zellen wurde Alizarin Red S-Fa¨rbelo¨sung vorsichtig mit einer großen Pipette getropft
und fu¨r 30 min bei RT inkubiert. Nach dem Fa¨rben wurden die Zellen mit PBS /  vier
Mal gewaschen. Die Fa¨rbung der Zellen wurde fotographisch dokumentiert und anschließend
photometrisch nach Gregory et al 2004 [149] quantifiziert (siehe Abb. 2.4). Dafu¨r wurden 800
ml einer 10%igen (v/v) Essigsa¨ure-Lo¨sung pro Kulturschale hinzugefu¨gt und fu¨r 30 min bei RT
schu¨ttelnd inkubiert. Der Monolayer wurde dann mit einem Zellschaber abgelo¨st und in ein
Eppendorf-Gefa¨ß u¨berfu¨hrt. Nach dem Mischen (30 s) wurden die Proben fu¨r 10 min bei 85 C
erhitzt und anschließend auf Eis fu¨r 5 min u¨berfu¨hrt. Die Proben wurden zentrifugiert (20
000 xg, 15 min) und 500 ml des U¨berstandes wurden in ein neues Eppendorf-Gefa¨ß u¨berfu¨hrt.
Danach wurden 200 ml einer 10%igen (v/v) Ammonuimhydroxidlo¨sung hinzugegeben, um die
Sa¨ure zu neutralisieren. Es wurden 150 ml des U¨berstandes in einer 96 Well-Format Platte in
einem Photometer bei 405 nm gemessen. Die Standardkurve (5 mM bis 0,125 mM) wurde mit
Alizarin Red S-Lo¨sung angesetzt.
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Abbildung 2.4: Alizarin Red S Fa¨rbung der Osteoblasten. Die Zellen (a) wurden fixiert und mit Alizarin Red S
gefa¨rbt. Die Ca2+- Einlagerungen erscheinen rot (b).
2.2.4 Nachweis der alkalischen Phosphatase (ALP) in Osteoblasten
Die alkalische Phosphatase (ALP) besitzt die Eigenschaft, lokale Konzentrationen von anorga-
nischen Phosphaten zu erho¨hen, die Mineralisierung voranzutreiben und die extrazellula¨re
Konzentration von Pyrophosphaten zu reduzieren, welche die Mineralisierung inhibieren.
Zum Nachweis der ALP-Aktivita¨t wurden zuerst Zelllysate aus Osteoblasten hergestellt.
Das Medium wurde von den Zellen abgezogen und verworfen und der Monolayer wurde mit
PBS /  gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit 1 ml Trypsin im Brutschrank fu¨r 7
min inkubiert und danach die Zellzahl bestimmt. Die Zellsuspension wurde in einem 15 ml
Ro¨hrchen zentrifugiert (300 xg, 7 min). Das Pellet wurde in 400 ml einer 1%igen (v/v) Triton
X-100 Lo¨sung resuspendiert und fu¨r 10-15 min inkubiert.
Fu¨r die Konzentrationsmessung von ALP in den Lysaten wurden p-Nitrophenol-Standards in
den Konzentrationen 0,5 mmol/ml, 0,4 mmol/ml, 0,3 mmol/ml, 0,2 mmol/ml, 0,1 mmol/ml und
0 mmol/ml hergestellt und im Dunklen bei 4 C bis zu ihrer Verwendung aufbewahrt. Fu¨r den
Kontrollwert wurde der Substratpuffer (p-Nitrophenyl Phosphate Liquid Substrate System,
Sigma) verwendet. Der Ansatz wurde in Mikrotiterplatten durchgefu¨hrt. Von den Standards
wurden jeweils 100 ml in Duplikaten gemessen. Die Proben wurden ebenfalls in Duplikaten
aufgetragen, mit jeweils 50 ml. Auf diese Proben wurden jeweils 50 ml Substratpuffer aufgetra-
gen. Nach einer 15 minu¨tigen Inkubation bei 37 C wurde die Reaktion durch Zugabe von 75
ml Natronlauge (1 M) abgestoppt. Die Absorption wurde in einem Photometer bei 405 nm
gemessen und die ALP-Konzentration pro 1 mg Protein bestimmt. Die Proteinkonzentration
der Lysate erfolgte mittels Bradford (siehe Abschnitt 2.4.4).
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2.2.5 Oil Red O Fa¨rbung von Adipozyten
Zur Bestimmung von reifen Adipozyten wurde die Oil Red O Fa¨rbung verwendet. Die Zellen
wurden mit 2 ml PBS /  gewaschen und mit 10% Formalin fu¨r 45 min inkubiert. Die Oil Red
O-Fa¨rbelo¨sung wurde immer frisch angesetzt und filtriert. Die Zellen wurden nach Fixierung
mit 2 ml destilliertem Wasser gewaschen, anschließend wurden 2 ml 60% Isopropanol fu¨r 5
min hinzugefu¨gt. Isopropanol wurde entfernt und 2 ml der Oil Red O-Fa¨rbelo¨sung auf die
Zellen pipettiert. Es folgte eine Inkubation fu¨r 5 min bei RT. Danach wurde die Fa¨rbelo¨sung
entfernt, der Monolayer wurde mit Wasser gespu¨lt. Die Fetteinschlu¨sse erschienen rot, bei
diesen Zellen handelt es sich um Adipozyten (siehe Abb. 2.5).
Abbildung 2.5: Oil Red O Fa¨rbung der Adipozyten. Die Adipozyten wurden nach 21 Tagen Kultivierung (a)
mit Oil Red O gefa¨rbt. Die Vakuolen mit Lipiden erscheinen durch die Fa¨rbung rot ( b) in 100x Vergro¨ßerung).
2.2.6 TRAP und F-Aktin Fa¨rbung in Osteoklasten
Zum Nachweis der gebildeten Osteoklasten wurden neben Mehrkernigkeit auch TRAP positive
und F-Aktin positive Zellen ausgewertet.
Tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) gilt als Indikator fu¨r den Knochenabbau. Durch
die Dephosphorylierung von Proteinen, z.B. OPN (Osteopontin), wird die Migration und
weitere Resorption der Osteoklasten mo¨glich [150]. Die ausdifferenzierten Osteoklasten wurden
mit PBS /  gewaschen und mit 3,7% PFA (15 min, 37 C) fixiert. Danach wurden die Zellen
mit warmen PBS /  gewaschen und mit TRAP-Fa¨rbelo¨sung (5-10 min, 37 C) inkubiert. Die
Dauer der Inkubation wurde je nach Auspra¨gung der Fa¨rbung bestimmt. Die Fa¨rbelo¨sung
wurde entfernt und die Zellen mit PBS /  gewaschen (siehe Abb.3.17).
F-Aktin spielt eine entscheidende Rolle beim Aufbau des Zytoskeletts von Osteoklasten und
somit an deren Fa¨higkeit zur Ausbildung von ”ruﬄe borders”. Die Zellen wurden mit 3,7%-PFA
5 min fixiert und danach drei Mal mit PBS /  gewaschen. Zur Permeabilisierung wurde eine
2.2 HISTOLOGISCHE UND IMMUNOLOGISCHE FA¨RBETECHNIKEN 31
Lo¨sung bestehend aus 0,1%Triton 100 und PBS /  fu¨r 5 min auf die fixierten Zellen gegeben.
Nach mehrmaligem Waschen mit PBS /  wurde FITC-gekoppeltes Phalloidin (50 mg/ml in
PBS / ) auf die Zellen gegeben und fu¨r 40 min im Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden
anschließend drei Mal mit PBS /  gewaschen und die Kernfa¨rbung mit DAPI (1 mg/ml, 15
min) durchgefu¨hrt. Die Proben wurden erneut mit PBS /  gewaschen und anschließend mit
Antifade fu¨r die Mikroskopie eingedeckelt (siehe Abb. 2.7).
Abbildung 2.6: TRAP-Fa¨rbung der Osteoklasten. Die Osteoklasten wurden fixiert und mit TRAP-Fa¨rbelo¨sung
gefa¨rbt. Die TRAP-positive Osteoklasten erscheinen rosa-rot.
Abbildung 2.7: F-Aktin Fa¨rbung der Osteoklasten. Die Zellen wurden mit Phalloidin (gru¨n) fu¨r F-Aktin und
mit DAPI (blau) fu¨r Kerne gefa¨rbt. Die Osteoblasten bilden einen F-Aktin-Ring aus, welcher fu¨r die Aktivita¨t
der Zellen notwentig ist.
2.2.7 Toluidinblau Fa¨rbung
Aktive Osteoklasten besitzen die Fa¨higkeit, die mineralisierte Schicht des Knochens zu resor-
bieren. Dabei entstehen kleine Einbuchtungen (resorption pits), die direkt auf die Aktivita¨t der
Osteoklasten zuru¨ckschließen lassen. Dafu¨r wurden die Vorla¨ufer-Monozyten auf Knochenpla¨tt-
chen ausgesa¨t und innerhalb von 14-21 Tagen zu Osteoklasten differenziert (siehe Abschnitt
2.2.6). Am Ende der Kultivierung wurden die Knochenpla¨tchen fu¨r 5 min in Ammoniumhy-
droxid (0,25 M) inkubiert und anschließend die Zellen entfernt. Die Knochenpla¨ttchen wurden
fu¨r 5 min in eine 1%ige (v/v)-Toluidinblau/Sodium Tetraborat Lo¨sung gelegt. Anschließend
wurden die Pla¨ttchen in PBS /  gewaschen und auf resorption pits unter dem Lichtmikroskop
untersucht. Die Auswertung der resorbierten Fla¨che erfolgte manuell mittels Image J Software.
Die resorbierte Fla¨che wurde markiert und u¨ber
”
analyze particles“- Funktion die Fla¨che
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bestimmt.
Abbildung 2.8: Toluidinblau Fa¨rbung der Knochenpla¨ttchen. Die durch Osteoklasten resorbierte Fla¨che erscheint
blau in einer rundlichen Form.
2.2.8 Intrazellula¨re Antiko¨rperfa¨rbung der Th17 und Treg Zellen
Der Nachweis von IL17+ Zellen (Th17) sowie Foxp3+ Zellen (Treg) erfolgte durch eine
Antiko¨rperfa¨rbung. Die Fa¨rbung erfolgte nach Herstellerangaben (Phenotyping Kit, BD
Pharmingen). Die Zellen wurden in Anwesenheit von Brefeldin A (2 ml/ml) fu¨r 4 Stunden mit
PMA/Ionomycin (10 ng/ml) aktiviert. Anschließend wurden die Zellen in einem Eppendorf-
Gefa¨ß zentrifugiert (200 xg, 5 min), das Pellet mit 300 ml einer 1%igen BSA Lo¨sung gewaschen
(200 xg, 5 min). Die Zellen wurden im Restvolumen resuspendiert und 200 ml des Puffer A
hinzugefu¨gt. Die Zellsuspension wurde fu¨r 15 min im Dunkeln bei RT fixiert und zentrifugiert
(300 xg, 5 min). Das Pellet wurde mit 300 ml einer 1%igen BSA Lo¨sung gewaschen (200 xg, 5
min). Nach dem Waschen wurde das Pellet in 200 ml Puffers C resuspendiert und 30 min im
Dunkeln bei RT inkubiert. Nach zweifachen Waschen mit einer 1%igen BSA Lo¨sung wurde
das Pellet in 100 ml BSA-Lo¨sung mit 10ml des Antiko¨rper-Cocktails resuspendiert und 40 min
bei RT im Dunkeln inkubiert. Fu¨r eine Kernfa¨rbung wurden die Zellen mit DAPI (1mg/ml)
fu¨r 15 min inkubiert und anschließend noch einmal gewaschen. Die gefa¨rbten Zellen wurden
in PBS/EDTA Puffer resuspendiert und am FACS Canto II (BD) analysiert (siehe Abb. 2.9).
2.2.9 Annexin V-Fa¨rbung zur Apoptose-Detektion
Phosphatidylserin (PS) ist ein negativ geladenes Phospholipid, das auf der Innenseite der
Plasmamembran von fast allen eukaryontischen Zellen lokalisiert ist [151]. Die Umverteilung
von PS von der Innen- zur Außenseite der Plasmamembran ist ein Prozess der bereits sehr
fru¨h wa¨hrend der Apoptose auftritt [151, 152]. PS dient unter anderem als Signalmoleku¨l
fu¨r Makrophagen und ermo¨glicht die Phagozytose von apoptotischen Zellen [Fadok.2000].
Annexin V ist ein 35 kDa großes Membranprotein von Makrophagen, welches Pospholipide
bindet [153]. In der spa¨ten Phase der Apoptose sowie in nekrotischen Zellen kommt es zu einem
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Abbildung 2.9: Durchflusszytometrische Auswertung der intrazellula¨ren Antiko¨rperfa¨rbung der Th17 und
Treg Zellen. Die Fluoreszenssignale von IL-17 und Foxp3 wurden gegeneinander aufgetragen und mittels Gate
positiven und negativen Ereignisse festgelegt.
Abbildung 2.10: Durchflusszytometrische Apoptose-Messung in humanen Monozyten mittels Annexin V-
Fa¨rbung. Zuna¨chst wurde die Zellpopulation im SSC/FSC-Plot ausgewa¨hlt und dieser CD14+-Monozyten
bestimmt. In einem weiteren Schritt wurde der Anteil an lebenden (1), nekrotischen bzw. spa¨t-apoptotischen
(2) und fru¨h-apoptotischen (3) Zellen unter den CD14-positiven Monozyten bestimmt.
Verlust der Membranintegrita¨t, so dass auch die Innenseite der Plasmamembran fu¨r Annexin
V zuga¨nglich wird [152]. Um diese fru¨h- und spa¨t-apoptotischen Zellen bzw. nekrotischen
Zellen voneinander zu unterscheiden, wurde der Farbstoff Propidiumiodid (PI) verwendet. PI
fa¨rbt sowohl DNA als auch RNA Moleku¨le und kann nicht durch eine intakte Zellmembran
diffundieren. Somit ko¨nnen durch PI nur spa¨t-apoptotische sowie nekrotische Zellen angefa¨rbt
werden.
Fu¨r die Apoptose-Messung wurden die adha¨renten Monozyten mittels Trypsin von Zellkultur-
boden gelo¨st (15 min, 37  C ). Um das Trypsin zu entfernen wurden die Zellen bei 300 xg fu¨r
10 min zentrifugiert und anschließend in PBS resuspendiert. Die Zellzahl wurde bestimmt
und jeweils 1 Millionen Zellen mithilfe des Dead Cell Apoptosis Kit with Annexin V Alexa
Fluor 488 & Propidium Iodide (PI) (Life Technologies, Carlsbad) laut Herstellerangaben
gefa¨rbt. Im Anschluss wurden die gefa¨rbten Monozyten im Durchflusszytometer analysiert.
Die gating-strategie ist in der Abb.2.10 gezeigt.
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2.3 Zellzyklusanalyse
Durch ionisierende Strahlung entstandene Scha¨den in der Zelle ko¨nnen Auswirkungen auf
die Progression im Zellzyklus haben. Im Durchflusszytometer wurde mittels Fluoreszenzmar-
kierung der DNA die Verteilung der Zellen in den verschiedenen Zellzyklusphasen anhand
der Floureszenzintensita¨t bestimmt. Um die Zellzyklusverteilung der bestrahlten Zellen (z.B.
Osteoblasten) zu verfolgen, wurden die Zellen mit DAPI markiert und anschließend im Durch-
flusszytometer gemessen.
Dafu¨r wurden die Zellen trypsiniert (8 min, 37 C) und anschließend fu¨r 8 min bei RT mit 3,7%
PFA fixiert. Die fixierten Zellen wurden zwei Mal mit PBS /  (300 xg, 5 min) gewaschen
und mit DAPI (1 mg/ml, 15 min) gefa¨rbt. Anschließend wurden die Zellen mit PBS /  (300
xg, 5 min) gewaschen und im Durchflusszytometer gemessen.
Wie in Abb.2.11 dargestellt wurde die Zellpopulation anhand des Vorwa¨rts- und Seitwa¨rtss-
treulichtes identifiziert und die Fluoreszenzintensita¨t im 405nm Kanal fu¨r DAPI bestimmt.
Die einzelnen Zellzyklusphasen wurden mit der FlowJo Software (V6.5) ausgewertet und deren
prozentuale Verteilung bestimmt (siehe Abb.2.11).
Abbildung 2.11: Durchflusszytometrische Zellzyklusanalyse. Die Zellen wurden mit DAPI gefa¨rbt und der
DNA-Gehalt mittels Durchflusszytometer gemessen. Die Zellpopulation wurde im SSC/FSC-Plot ausgewa¨hlt,
der DNA-Gehalt im 405nm (Pacific blue) Kanal bestimmt und anschließend die Zellzyklusverteilung mit der
FlowJo Software analysiert.
2.4 Protein-Nachweismethoden
Zur Bestimmung der freigesetzten Proteinkonzentration wurden im Rahmen dieser Arbeit
zwei Technicken verwendet: ELISA und Bead Immunoassay. Die gesamte Proteinmenge in
den Zellen wurde mittels Western Blot nachgewiesen.
2.4.1 ELISA
Das Funktionsprinzip des ELISA Systems beruht auf der spezifischen Wechselwirkung zwi-
schen Antiko¨rper und dem entsprechenden Antigen. Der Antiko¨rper bindet spezifisch das
gelo¨ste Antigen, welches dann durch eine Farbreaktion des Amplifikators am sekunda¨ren
2.4 PROTEIN-NACHWEISMETHODEN 35
Antiko¨rper photometrisch detektiert wird. Die Konzentration des gebildeten Farbstoffs ist
dabei proportional zur Konzentration des entsprechenden Antigens.
Die Durchfu¨hrung der jeweiligen ELISA (RANKL, OPG, TRAP) erfolgte nach Herstelleran-
gaben. Zuna¨chst wurde die Mikrotitterplatte mit Antiko¨rper u¨ber Nacht beschichtet und mit
300 ml Waschpuffer mehrere Male gewaschen. Nach dem letzten Schritt wurden die Reste von
Waschpuffer auf einem Papiertuch abgeklopft. Danach wurde 300 ml Blockpuffer fu¨r eine Stun-
de zum Blockieren der unspezifischen Bindestellen auf der Platte inkubiert. Nach erneutem
Waschen (4x) mit Waschpuffer wurden je 100 ml von Standardkurve und Proben in der Platte
fu¨r 2 Stunden inkubiert. Anschließend wurde die Platte erneut gewaschen und ein sekunda¨rer
Antiko¨rper (100 ml) hinzugegeben. Nach 2 Stunden Inkubation wurde nicht-gebundene An-
tiko¨rper durch das Waschen entfernt und die Avidin Peroxidase oder Streptavidin-HRP fu¨r 30
min auf die Platte aufgetragen. Anschließend erfolgte ein Waschschritt und die Zugabe von
Subtrat (ABTS oder TMB). Die Entwicklung der Farbreaktion wurde innerhalb von 30 min
beobachtet und bei 405 nm oder 450 nm im Photometer detektiert.
Anschließend wurde die Konzentration des freigesetzten Proteins anhand der Standardkurve
berechnet.
2.4.2 Fluoreszenz-basierter Bead Immunoassay
Neben der konventionellen Messung der Proteine mittels ELISA wurde ebenfalls ein Fluoreszenz-
basierter Bead Immunoassay (ebioscience, San Diego) zur Analyse herangezogen. Das Prinzip
des Assays beruht auf Antiko¨rpern-beschichteten Mikrokugeln, welche spezifisch mit Analyt
reagieren. Durch den Einsatz von Mikrokugeln mit unterschiedlicher Gro¨ße und unterschiedli-
chen Fluoreszenzspektren ist es mo¨glich, mehrere Proteine und deren Konzentration in einer
Probe gleichzeitig zu detektieren.
Die Mischung von Mikrokugeln wurde mit der Probe inkubiert, dabei bindet Analyt an entspre-
chende Antiko¨rper auf den Mikrokugeln. Im na¨chsten Schritt wurde ein mit Biotin-konjugierter
Zweitantiko¨rper hinzugegeben, welcher spezifisch an Analyt bindet. Streptavidin-Phycoerythrin
wurde zur Fluoreszenzmarkierung des Biotin-Konjugats hinzugegeben (siehe Abb.2.12). Die
so markierten Analyten wurden anschließend mittels Durchflusszytometrie gemessen. Die
Auswertung der Daten erfolgte mit FlowCytomix Pro Software (ebioscience, San Diego).
Die Durchfu¨hrung erfolgte nach Herstellerangaben. Zuna¨chst wurde eine serielle Verdu¨nnung
der Standardbeads (je 10 ml) mit Assay Puffer gemacht. Danach wurde die Filterplatte mit 50
ml Assay Puffer gewaschen unter Verwendung von Vacuumfiltration. Die Standardkurve wurde
auf die Platte pipettiert gefolgt von Proben (je 25 ml). Anschließend wurde zu den Proben 25 ml
Beadmischung und 50 ml Biotin-Konjugat hinzugefu¨gt. Die Platte wurde mit einer Klebefolie
abgedichtet und lichtgeschu¨tzt fu¨r 2 Stunden auf einem Schu¨ttler bei 500 rpm inkubiert.
Danach wurde die Platte mit Assay Puffer gewaschen und 50 ml Streptavidin-Phycoerythrin
Lo¨sung hinzugegeben. Nach einer Stunde Inkubation wurde die Platte erneut gewaschen und
die Proben im Durchflusszytometer gemessen.
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Abbildung 2.12: Schematische Darstallung des Fluoreszenz-basierten Bead Immunoassays. Analyt bindet
zuna¨chst an mit Antiko¨rper beschichtete Mikrokugeln und im na¨chsten Schritt spezifisch an den biotinyliertes
Zweitantiko¨rper. Die Fluoreszenzmarkirung erfolgt anschließend durch Streptavidin-Phycoerythrin.
2.4.3 Herstellung der Zelllysate
Fu¨r die Analyse der Proteinexpression wurden die Zellen lysiert. Dazu wurden die Zellen
zweimal mit eiskaltem PBS /  gewaschen. Die adha¨renten Zellen wurden nach dem Entfernen
von PBS /  trypsiniert und zentrifugiert (300 xg, 8 min). Der U¨berstand wurde entfernt und
Zellen wurden mit 4 C kaltem RIPA Puffer versetzt. Die Zellen wurden gut durchmischt und
fu¨r 15 min auf Eis schu¨ttelnd inkubiert. Die Zellsuspension wurde mit einer Spritze (26G)
einige Male zusa¨tzlich resuspendiert. Anschließend wurde die Probe bei 12 000 xg 10 min bei
4 C abzentrifugiert und der U¨berstand bei -20 C eingefroren.
2.4.4 Bestimmung der Proteinkonzentration
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration des Zelllysats wurde eine Proteinbestimmung
nach Bradford durchgefu¨hrt. Hierbei wurde als Reagenz zur kolorimetrischen Bestimmung
Coomassie-Brilliant-Blau verwendet. Zur Erstellung der Standardkurve wurde Rinderserumal-
bumin (BSA) in Konzentrationen zwischen 5-40 mg/ml verwendet.
2.4.5 SDS-Polyacrylamidgelelektophorese
In der SDS-Polyacrylamidgelelektophorese wandern Proteine in einem elektrischen Feld durch
ein Polyacrylamid-Gel, welches mit 12% SDS (sodium dodecyl sulfate) versetzt ist. Dabei
werden die Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.
Die Proteine wurden zuna¨chst in einem Sammelgel gesammelt und anschließend in einem
Trenngel nach der Proteingro¨ße aufgetrennt. Es wurde ein 12%-Trenngel verwendet, welches
mit Hilfe des Mini-Protean 3 Elektrophoresis Systems (Bio-Rad, Mu¨nchen) hergestellt wurde.
Die Proben wurden im Verha¨ltnis 1:2 mit Mercaptoethanol-SDS-Puffer versetzt und fu¨r 10
min bei 90 C denaturiert. Diese wurden zuna¨chst abgeku¨hlt, abzentrifugiert und auf das
Gel aufgetragen. Die Protein-Auftragsmenge variierte zwischen 10-30 mg, zusa¨tzlich wurde
auf das Gel ein Proteinmarker (PageRuler Prestained Ladder, Fermentas Life Science, USA)
aufgetragen. Die Gelelektrophorese lief bei 400 V, 16 mA konstant in 1xSDS-Laufpuffer fu¨r
2,5-3 Stunden. Die eingestellten Werte fu¨r Stromsta¨rke und Spannung richten sich fu¨r zwei
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Gele in einer Apparatur.
2.4.6 Western Blot
Zur U¨bertragung der Proteine vom Gel auf eine Tra¨germembran und zur anschließenden
Detektion, wurde das Western Blot Verfahren angewendet. Der sogenannte Blotting-Vorgang
beruht auf dem Elektrotransfer der Proteine auf eine PVDF-Membran. Die u¨bertragenen
Proteine haften auf der Membran aufgrund hydrophober Wechselwirkungen.
Zum Transfer der Proteine aus dem SDS-Gel auf eine PVDF-Membran (Millipore) wurde die
Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Biorad, Mu¨nchen) verwendet. Der Transfer
wurde mit 100 V und 400 mA konstant fu¨r 2 Stunden bei 4 C durchgefu¨hrt.
Die Blockierung der unspezifischen, freien Bindungsstellen auf der Membran wurde mit
5% Magermilchpulver (2 Stunden, RT) durchgefu¨hrt. Im Anschluss wurde die Membran
mit monoklonalen oder polyklonalen Antiko¨rpern gegen die untersuchten Proteine beladen.
Die unspezifisch gebundenen Antiko¨rper wurden mittels mehrerer Waschschritte (3 x 10
min) mit Puffer (1 x TBS-T) wieder entfernt. U¨ber einen sekunda¨ren Antiko¨rper, welcher
speziesabha¨ngig gegen den Fc Teil des ersten Antiko¨rpers gerichtet ist und an eine Peroxidase
gebunden ist, kann ein Chemilumineszenzsubstrat (GE Healthcare) zu einer Lichtemission
angeregt und mit einer CCD Kamera detektiert werden. Die Auswertung der Blots erfolgte
mit Fusion Software (Peqlab).
2.4.7 TRAP-Aktivita¨tsmessung
Fu¨r die Messung der TRAP(tartrate-resistant acid phosphatase)-Aktivita¨t in Kulturu¨bersta¨nden
wurde das TRAP Staining Kit (B-Bridge International, Sitz) verwendet. Die Kulturu¨bersta¨nde
wurden u¨ber die Kultivierungsdauer steril gesammelt und direkt bis zur weiteren Verwendung
bei -80 C tiefgefroren. Nach dem Auftauen der Zellu¨bersta¨nde auf Eis wurden diese wie
vom Hersteller angegeben mit dem Substrat-Puffer-Gemisch inkubiert und anschließend die
Absorption bei 540 nm photometrisch bestimmt. Fu¨r die Auswertung wurde ein Blank mit
Medium ohne Zellen mitgefu¨hrt und dessen Absorptionswert von den Messwerten der Proben
substrahiert. Zur Bestimmung der spezifischen TRAP-Aktivita¨t wurden die Absorptionswerte
auf den Proteingehalt in mg/ml normiert.
2.5 Nachweis der Genexpression in humanen Osteoblasten
mittels qRT-PCR
2.5.1 RNA Isolierung
Die RNA Isolierung erfolgte mit dem RNeasy Mini kit von Qiagen nach Herstellerangaben.
Dafu¨r wurden 1x106-1x107 Zellen als Pellet in 350 ml RLT Puffer resuspendiert und 1 % Vol.
70% Ethanol hinzugefu¨gt. Die Zellen wurden gut gemischt und 700 ml der Zellsuspension
auf die Mini-Sa¨ule pipettiert. Das Eppendorf-Gefa¨ß, in dem sich die Sa¨ule befand, wurde
15s bei 8000 xg zentrifugiert. Anschließend wurde die Sa¨ule mit 700 ml RW1 Puffer 15 s bei
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8000 xg gewaschen. Danach folgten zwei Waschschritte mit je 500 ml RPE Puffer. Die Sa¨ule
wurde anschließend auf ein neues Eppendorf-Gefa¨ß u¨berfu¨hrt und die RNA mit 50 ml des
RNase-freien Wassers eluiert (1 min, 8000 xg).
Danach erfolgte die RNA-Konzentrationsmessung bei 260nm. Die Reinheit der RNA ergibt
sich aus den Quotienten OD260 und OD280, welcher bei reiner RNA den Wert 2 hat.
2.5.2 cDNA Synthese
Die reverse Transkription wurde mit dem
”
RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis“ Kit
von Fermentas durchgefu¨hrt. Die Reaktion erfolgte nach Herstellerangaben mit 1 mg isolierter
RNA und oligo (dT)18 Primer (100 mM), weshalb aus der gesamten RNA ein RNA-DNA-
Hybridstrang synthetisiert wurde. Die verwendete reverse Transkriptase RevertAud M-MuLV
RT besaß eine Aktivita¨t von 200 U/ml und die dNTPs wurden mit einer Konzentration von 10
mM eingesetzt. Um eine RNA-Degradation zu vermeiden, wurde ein RNase Inhibitor (20 U/ml)
hinzugefu¨gt. Anschließend wurde der Ansatz gut durchmischt und kurz zentrifugiert. Es folgte
eine Inkubation fu¨r 60 min bei 42 C und danach fu¨r 5 min bei 70 C. Das Syntheseprodukt
wurde bis zur Verwendung bei -80 C gelagert.
Tabelle 2.1: cDNA Synthese.
Template RNA total RNA 1 mg
Primer primer 1 mll
Nuklease-freies Wasser auf 12 ml
5X Reaction Buffer 4 mL
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ml) 1 ml
10 mM dNTP Mix 2 ml
RevertAid M-MuLV RT (200 U/ml) 1ml
Total volume 20 ml
Tabelle 2.2: PCR-Ansatz
SYBR Green MasterMix 12,5 ml
Wasser 7,5 ml
Primer 2,5 ml
cDNA 2,5 ml
QuantiTech Primer Assay 2,5 ml
Total volume 25 ml
2.5.3 Quantitative real-time PCR
Die quantitative real-time PCR wurde mit dem
”
QuantiFast SYBR Green PCR Kit“ von
Qiagen durchgefu¨hrt, wobei die Herstellung der cDNA wie unter 2.1 beschrieben erfolgte. Die
Quotienten aus A260nm/A280nm lagen bei 2,0 fu¨r Osteoblasten-RNA. Fu¨r die PCR wurde
cDNA Konzentration unmittelbar vor dem Ansatz gemessen und in Konzentrazion von 25 ng/ml
eingesetzt. Fu¨r jede Probe wurde ein zweifacher Reaktionsansatz gemacht (siehe Tab. 2.2).
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Der PCR-Ansatz bestand aus einem MasterMix, der unter anderem den Fluoreszenzfarbstoff
SYBR Green I enthielt, die Primern (0,6 mM; Primesequenz), 2,5 ml QuantiTech Primer Assay
und 2,5 ml cDNA (10% des Ansatzvolumens). Der Einbau des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR
Green I in die doppelstra¨ngige DNA fu¨hrt zu einem Fluoreszenzsignal. Anhand der Messung
des Fluoreszenssignals am Ende von jedem Zyklus kann die Zunahme der synthetisierten DNA
festgestellt werden.
Neben den Primern fu¨r RANKL, OPG und RUNX2 wurde auch ein Primer fu¨r das
Haushaltsgen GAPDH verwendet. GAPDH wurde als Referenzgen angewendet, um biologische
Variationen zu vermeiden. Dabei sollten die Ct Werte des Referenzgenes gleich fu¨r die Probe
und fu¨r die Kontrolle bleiben. Die Expression des Zielgens wurde dann mit der Expression
des GAPDH verglichen. Die zweistufige PCR wurde nach folgendem Protokoll durchgefu¨hrt:
Tabelle 2.3: Gene-Cycler Programm fu¨r two-step RT-PCR
Step Zeit Temperatur Kommentare
PCR-Aktivierungsschritt 5 min 95 C aktiviert HotStarTag Plus DNA Polymerase
2-step cycling:
Denaturierung 5 s 95 C
Annealing/extension 10 s 60 C Sammeln der Floureszenzdata
Anzahl der Zyklen 35-40 Anzahl der Zyklen abha¨ngig von cDNA-Menge
PCR wurde am ABI StepOne Plus Gera¨t von Applied Biosystems durchgefu¨hrt. Es wurde
die Comparative Ct Methode mit Schmelzkurveanalyse angewendet. Die Schmelzkurveanalyse
erlaubt Ziel-DNA von unspezifischen PCR-Produkten zu unterscheiden.
2.6 Patientenstudie RADON
2.6.1 Design der Studie
Die Studie zu “Immunopha¨notypische Bestimmungen aus Blut von Patienten mit muskuloske-
lettalen Beschwerden nach Radon- und Radon/CO2-Behandlung (RAD-ON01)“ umfasste
eine Gruppe von 100 Patienten, die ausschließlich in der therapeutischen Einrichtung Bad
Steben behandelt wurden. Die Behandlung wurde fu¨r die Patienten, die Experimentatoren,
die Mitarbeiter und Therapeuten blind durchgefu¨hrt. Die Entblindung erfolgte erst am Ende
der Untersuchungen (6 Monate nach Therapie). Die Studie wurde von der Ethik-Kommission
der Bayerischen Landesa¨rztekammer genehmigt (Ethik-Kommissions Nr. 12131).
2.6.2 Patienten
Es handelt sich um eine verblindete und explorative Pilotstudie mit zwei Gruppen von jeweils
50 Patienten, die mit 100% Radonwasser oder einer Mischung aus Radonwasser und CO2-
haltigen Heilquelle (50% /50%) behandelt wurden.
Die Einschlusskriterien fu¨r Patienten waren folgende:
40 METHODEN 2.7
(1) Alter mindestens 18 Jahre, bis 75 Jahre
(2) Chronisch degenerative Wirbelsa¨ulen- und Gelenkbeschwerden
(3) Schmerzdauer u¨ber mindestens 1 Jahr
(4) Schmerintensita¨t VAS > 4
(5) Effektive Kontrazeption
(6) Erreichbarkeit der Patienten (geographische Na¨he) fu¨r Behandlung und Follow-
up
(7) Kooperationsbereitschaft der Patienten
(8) Durchgefu¨hrte Patientenaufkla¨rung und schriftliche Einwilligung
(9) Keine Teilnahme an anderen Studien (3 Monate vor und) wa¨hrend der Teil-
nahme
Ebenfalls wurden folgende Ausschlusskriterien festgelegt:
(1) Schwangere oder stillende Frauen
(2) Geba¨r- bzw. zeugungsfa¨hige Menschen, die nicht zu konsequenten Verhu¨tungs-
maßnahmen wa¨hrend der Therapie willens oder in der Lage sind
(3) Herzinsuffizienz > NYHA II oder EF >40%
(4) Nicht einstellbare Hypertonie >180/90 mmHg
(5) Manifeste, medikamento¨s nicht einstellbare Schilddru¨senu¨berfunktion
(6) Akute entzu¨ndliche oder konsumierende Prozesse
(7) Anhaltender Drogen-, Medikamenten- oder Alkoholmissbrauch
(8) Patienten, die nicht in der Lage oder bereit sind, sich protokollgerecht zu
verhalten und behandeln zu lassen
(9) Fehlende Bereitschaft zur Speicherung und Weitergabe der perso¨nlichen Krank-
heitsdaten im Rahmen des Protokolls
(10) Gleichzeitige Teilnahme an einer anderen klinischen Studie
2.6.3 Radontherapie
Die Therapie in Form von Ba¨dern (9 Ba¨der fu¨r je 20 min) wurde u¨ber 3 Wochen angewandt.
Die mittlere Aktivita¨t war 40 Bq/min, die Temperatur 37 C und Luftfeuchtigkeit 60%.
2.6.4 Klinische und diagnostische Untersuchungen
Die Patienten wurden vor der Therapie, direkt im Anschluss und 3, 5 und 7 Monate nach
Therapie befragt und vom Arzt untersucht. Die Blutproben der Patienten wurden zu den
jeweiligen Zeitpunkten 24 Stunden nach Entnahme auf verschiedene Faktoren untersucht. In
Rahmen dieser Arbeit wurde das Verha¨ltnis von Th17 zu Treg Zellen mittels Durchflusszyto-
metrie analysiert. Neben einer T-Zell-Verteilung wurden Marker fu¨r Knochenmetabolismus
sowie OPG, RAMKL, BoneTRAP, Typ I- Kollagenfragmente und knochenspezifsche alkalische
Phosphotase (BAP) mittels ELISA in der Blutplasma untersucht.
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2.7 Bestrahlung
2.7.1 X-ray Bestrahlung
Die Zellen in Kulturflaschen oder in Petrischalen wurden unter Verwendung einer IV320-13
Ro¨hntgenro¨hre (Siefert) mit einer Beschleunigungsspannung von 250 kV und einem Katho-
denstrom von 16 mA bestrahlt. Die Dosisleistung war 1 Gy/min und die Dosimetrie wurde
mit der Ionisationskammer (SN4 Dosimeter, PTW) durchgefu¨hrt. Die Zellen wurden bei RT
bestrahlt und anschließend zur Weiterkultivierung in den Brutschrank u¨berfu¨hrt.
2.7.2 Klonogenes Zellu¨berleben
Das klonogene U¨berleben der Zellen erlaubt die Berechnung des U¨berlebens der Zellen nach
Bestrahlung mit einer bestimmten Dosis, normiert auf das U¨berleben von Kontrollzellen.
Die Zellen wurden bis zur Subkonfluenz kultiviert, trypsiniert und bestrahlt. Anschließned
wurden die bestrahlten Zellen nach dem Schema wie in Tabelle 3.5 in Zellkulturflaschen
eingesa¨t: Die Zellen wurden 14 Tage kultiviert. Anschließend wurde das Medium von den
Tabelle 2.4: Einsaat der Osteoblasten zur Bestimmung des klonogenen U¨berleben
Osteoblasten Einsaat/75 cm2
Kontrolle 500
750
1000
0,5 Gy 1000
1500
2000
1 Gy 1000
2500
5000
2 Gy 5000
10000
15000
Abbildung 2.13: Osteoblasten-Kolonie. Die bestrahlten Osteoblasten wurden nach 14 Tagen Kultivierung mit
Methylenblau gefa¨rbt und die Gesamtheit aller gebildeten Kolonien (>50 Zellen) ausgeza¨hlt.
Zellen entfernt und die Zellen mit Methylenblau-Lo¨sung fu¨r 30 min gefa¨rbt. Die Fa¨rbelo¨sung
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wurde entfernt und die Flaschen mit destilliertem Wasser gespu¨llt. Es erfolgte die Ausza¨hlung
der Kolonien (> 50 Zellen) unter einem Lichtmikroskop (siehe Abb.2.13).
Kapitel 3
Ergebnisse
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von ionisierender Strahlung auf die Differenzie-
rung und Proliferation von Zellen untersucht, die eine aktive Rolle im Knochenmetabolismus
spielen und an entzu¨ndlichen Vorga¨ngen im Knochen und Gelenken beteiligt sind. Als dabei mit-
wirkende Zelltypen wurden humane prima¨re Osteoblasten, Osteoklasten sowie T-Helferzellen
(Th17) und regulatorische T-Zellen (Tregs) untersucht. Die Zellen wurden nach Einwirkung
von du¨nn-ionisierender Strahlung (Ro¨ntgenstrahlung) auf Vera¨nderungen in der Proliferation,
Differenzierung und Freisetzung von Zytokinen analysiert und funktionelle Tests durchgefu¨hrt.
Außerdem standen Zellen aus dem Serum von Patienten nach Radontherapie zur Verfu¨gung.
3.1 Einfluss von Strahlung auf die Differenzierung humaner
Osteoblasten
Osteoblasten haben als knochenaufbauende Zellen eine wichtige Funktion wa¨hrend der Ent-
wicklung und auch bei einer Behandlung einer Knochenerkrankung. Fu¨r die Untersuchungen
wurden Osteoblasten zuna¨chst aus mesenchymalen Stammtellen (MSCs), welche aus Knochen-
mark gesunder Spender gewonnen wurden, differenziert. Bislang ist wenig bekannt u¨ber die
Wirkung von ionisierender Strahlung auf das U¨berleben und die Proliferation von Osteoblas-
ten, so dass dies in den ersten Experimenten untersucht wurde. In bestrahlten Osteoblasten
wurde zudem die Vera¨nderungen der typischen Ca2+ Einlagerungen, Expression der alka-
linen Phosphatase oder anderer relevanter Proteine, die am Knochenaufbau beteiligt sind,
untersucht. Osteoblasten stehen im engen Kontakt mit anderen Zellen des Knochens, so dass
freigesetze Zytokine/Proteine ebenfalls entscheidend zum Gesamtmetabolismus des Knochens
beitragen ko¨nnen. Aus diesem Grund erfolgte die Bestimmung von freigesetzten Zytokinen im
Mediumu¨berstand der behandelten Zellkultur.
3.1.1 Immunopha¨notypische Merkmale humaner mesenchymaler
Stammzellen
Die Isolierung von MSCs mittels magnetischer Antiko¨rper-Beads, welche spezifisch an den
Oberfla¨chenmarker CD271 binden, ermo¨glicht eine besonders reine Isolierung der Zellen aus
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dem Knochenmark. Aufgrund des geringen Probenvolumen bei Knochenmark wurde jedoch
die Isolierung mittels Plastikadha¨renz bevorzugt. Fu¨r die Differenzierung der Osteoblasten aus
MSCs wurden die durch Plastikadha¨renz gewonnenen Stammzellen pha¨notypisiert und deren
Reinheit bestimmt. Die zellspezifischen Oberfla¨chenmarker wurden nach Anforderungen der
International Society for Cellular Therapy (ISCT) mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die
MCSs sollen u¨berwiegend CD105, CD90 und CD73 expremieren, wa¨hrend sie CD45, CD34,
CD20 sowie CD14 nicht expremieren (International Society for Cellular Therapy, ISCT. [154]).
Im Rahmen der Messungen dieser Arbeit wurde festgestellt, dass der u¨berwiegende Anteil der
Zellen CD105 positiv (97%±2) und CD90 positiv (97%±2) sind (siehe Abb.3.1). Hingegen
wurden nur 33%(±23) der Zellen fu¨r CD73 positiv gemessen. Die Oberfla¨chenexpression der
CD45, CD34, CD20 und CD14 wurde in 57%(±18) der Zellen gemessen. Da die Zellen aus
Knochenmarkaspiraten mittels Plastikadha¨renz gewonnen werden und mindestens zwei Passa-
gen bis zur durchflusszytometrischen Analyse durchlaufen, ist es anzunehmen, dass ein Anteil
von ha¨matopoetischen Progenitoren in der Zellpopulation verbleibt. Die Verunreinigung durch
die ha¨matopoetischen Progenitoren wurde durch weitere Osteoblasten-spezifische Kultivierung
minimiert.
Abbildung 3.1: Durchflusszytometrische Pha¨notypisierung humaner mesenchymalen Stammzellen. Die Fa¨rbung
erfolgte mit dem MSCs Phenotyping Kit von Mitenyi Biotec nach ISCT-Richtlinien fu¨r CD105-PE, CD90-FITC
und CD73-APC sowie mit CD45, CD34, CD20 und CD14-PerCP. N=3, Mittelwert, SEM.
3.1.2 Nachweis der multipotenten Eigenschaft von mesenchymalen
Stammzellen
Mesenchymale Stammzellen besitzen die Fa¨higkeit in verschiedene Zellarten zu differenzieren,
unter anderem in Adipozyten, Osteoblasten oder Chondrozyten [155]. Zum Nachweis dieser
Multipotenz wurden MSCs unter entsprechenden Bedingungen kultiviert (siehe Abschnitt
2.1). Anschließend erfolgte die zellspezifische Fa¨rbung.
Im Rahmen der Experimente in dieser Arbeit differenzierten die aus dem Knochenmark
isolierten Stammzellen zu Adipozyten, Osteoblasten und Chondrozyten und wurden mittels
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spezifischen Fa¨rbungen eindeutig nachgewiesen (siehe Abb.3.2). Die Fa¨higkeit, in Osteoblasten
zu differenzieren wurde anhand der Ca2+ Einlagerungen mittels der Alizarin Red S Fa¨rbung
nachgewiesen. Die Chondrozyten bildeten im Laufe der Differenzierung Glykane, welche mit
Alcianblau in Kryoschnitten gefa¨rbt wurden. Die Fetteinschlu¨sse in differenzierten Adipozyten
wurden mit der Oil Red O Fa¨rbung sichtbar gemacht.
Abbildung 3.2: Nachweis der Multipotenz humaner mesenchymaler Stammzellen. MSCs wurden differenziert in
(a) Osteoblasten mit Alizarin Red S gefa¨rbt, (b) Chondrozyten mit Alcianlau sowie (c) Adipozyten mit Oil
Red O gefa¨rbt.
3.1.3 Proliferation und Zellzyklusverteilung von Osteoblasten
Die Auswirkung von Ro¨ntgenstrahlung auf die Proliferation und Zellzyklusverteilung der
Osteoblasten wurde u¨ber einen Zeitraum von 14 Tagen untersucht. Es wurde festgestellt,
dass die Zellzahl von bestrahlten Osteoblasten im Vergleich zu den Kontrollen dosisabha¨ngig
erniedrigt ist. Bereits am dritten Tag nach Bestrahlung wurde eine geringere Zellzahl in den
mit 0.5 Gy und mit 2 Gy bestrahlten Proben in Vergleich zur Kontrolle festgestellt. Die
niedrigere Zellzahl in bestrahlten Proben hielt u¨ber den gesamten Kultivierungszeitraum an.
Nach 14 Tagen Kultivierung war die Zellzahl gegenu¨ber der Kontrolle um 35% (±9%) nach
Bestrahlung mit 0.5 Gy und von 56% (±8%) nach Bestrahlung mit 2 Gy im Vergleich zu den
Kontrollen verringert (siehe Abb.3.3).
Neben Zellzahlbestimmung nach Bestrahlung wurde die Zellzuklusverteilung in Folge
einer Bestrahlung bestimmt. Wie in der Abb.3.4 dargestellt, wurde die Zellzyklusverteilung
zuna¨chst u¨ber die ersten 48 Stunden nach Bestrahlung bestimmt und anschließend u¨ber einen
la¨ngeren Zeitraum von 21 Tage. Die Zellzyklusanalyse in den ersten 48 Stunden ergab, dass
die mit 0.5 Gy Ro¨ntgenstrahlung bestrahlten Zellen eine a¨hnliche Zellzyklusverteilung wie die
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Abbildung 3.3: Wachstum humaner prima¨ren Osteoblasten nach Ro¨ntgenbestrahlung. Die Zellen wurden mit 0.5
und 2 Gy Ro¨ntgenstrahlung bestrahlt und u¨ber einen Zeitraum von 14 Tagen kultiviert. Die Zellzahlbestimmung
wurde nach Trypsinierung der Zellen durchgefu¨hrt. N=6; Mittelwert mit positiven SD-Anteil.
unbestrahlten Osteoblasten aufwiesen, wa¨hrend mit 2 Gy bestrahlte Zellen nach 48 Stunden
in G2/S-Phase akkumulierten. Die weiterfu¨hrende Analyse zwischen 3 und 21 Tagen zeigte
auf, dass deutlich mehr bestrahlte Osteoblasten (0.5 und 2 Gy) 7 Tage nach Bestrahlung
in G2/S-Phase akkumulierten. Nach 21 Tagen na¨herte sich die Zellzyklusverteilung in den
bestrahlten und unbestrahlten Zellen an.
3.1.4 Klonogenes U¨berleben humaner Osteoblasten
Neben der Untersuchung der Proliferation nach Bestrahlung ist die Bestimmung von klono-
genem U¨berleben ein wichtiger Parameter, um die Fa¨higkeit der Zellen zur Zellteilung und
Koloniebildung nach Bestrahlung zu bewerten. Die Auswertung im Rahmen dieser Arbeit
ergab, dass Osteoblasten mit zunehmender Dosis geringere Koloniebildungsfa¨higkeit aufweisen
(siehe Abb.3.5). Zusa¨tzlich wurde die Auswirkung einer ho¨heren Passagenanzahl, die einem
ho¨heren Differenzierungsgrad entspricht, untersucht. Es wurde festgestellt, dass die Zellen mit
ho¨herer Passagenzahl strahlenreistenter sind. Wa¨hrend in Zellen, die in der ersten Passage
(P1) mit 1 Gy Ro¨ntgenstrahlung bestrahlt wurden, die Koloniebildungsfa¨higkeit auf 29% sank
konnten bestrahlte Zellen in Passage drei (P3) noch zu 64% Kolonien ausbilden.
3.1.5 Genexpression der Differenzierungsmarker in Osteoblasten
Die Differenzierung von Zellen ist allgemein an die Expression und Aktivita¨t bestimmter
Proteine gekoppelt. So ist die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren RUNX2 und Osterix
fu¨r die Differenzierung von unreifen Osteoblasten zu reifen, matrixbildenden Osteoblasten
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Abbildung 3.4: Zellzyklusverteilung in humanen prima¨ren Osteoblasten nach Ro¨ntgenbestrahlung. Osteoblasten
wurden mit 0.5 und 2 Gy Ro¨ntgenstrahlung bestrahlt und die Zellzyklusverteilung durchflusszytometrisch 3-48
Stunden (a,b) sowie 3-21 Tage (c,d) nach Bestrahlung bestimmt.
Abbildung 3.5: Klonogenes U¨berleben der bestrahlten Osteoblasten. Die Osteoblasten in Passage 1 (P1) und
Passage 3 (P3) wurden mit 0.5, 1 und 2 Gy Ro¨ntgenstrahlung bestrahlt und deren Koloniebildungsfa¨higkeit
nach 14 Tagen ausgewertet. N=1, n=3. Mittelwert, SD.
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notwendig [13, 156]. Bonesialoprotein (BSP) und Osteocalcin (OCN) sind fu¨r den Aufbau
einer mineralisierten Matrix verantwortlich [157, 158]. Die Differenzierung und Reifung von
Osteoklasten wird von RANKL (Receptor Activator of NF-kB Ligand), ein Faktor der von
Osteoblasten exprimiert wird, gesteuert [159]. Antogonist zur RANKL ist Osteoprotegerin
(OPG), das ebenfalls von Osteoblasten exprimiert wird und dient der Regulation der Osteo-
klastogenese, indem es an RANKL bindet und damit die Reifung von Osteoklasten unterdru¨ckt
[27].
Hier wurde untersucht, ob die Expression von Differenzierungsmarkern durch Bestrahlung
beeinflusst wird. Dazu wurde die Genexpression der Osteoblastenmarker RUNX2, Osterix,
RANKL, OPG sowie BSP und OCN nach Bestrahlung mit 0.5, 2 und 10 Gy Ro¨ntgenstrahlung
untersuht.
Wie in Abb.3.6 dargestellt, steigt im Vergleich zur unbestrahlten Kontrollen die Expression
von RUNX2 24h nach Bestrahlung an, dabei ergibt sich fu¨r die Dosis von 0.5 Gy der deutlichs-
te Effekt (RQ=2,97±1,57). Hingegen a¨nderte sich die Expression des Transkriptionsfaktors
Osterix nach Bestrahlung nicht. Die Expression der Proteine, welche fu¨r den Aufbau des
Knochenmatrixes notwendig sind, BSP und Osterocalcin (OCN), war nach Bestrahlung im
Vergleich zur Kontrolle erho¨ht (siehe Abb.3.6). Die BSP-Expression ist am deutlichsten durch
0.5 Gy Ro¨ntgenstrahlung beeinflusst (RQ=5,1±3,8), fu¨r ho¨here Dosen ist der Effekt a¨hnlich.
Die Expression des Osteocalcins ist nach 10 Gy Ro¨ntgen erho¨ht (RQ=8,4±5,9) sowie nach
2 Gy (RQ=2,4±1,2) und 0.5 Gy (RQ=3,7±1,8). RANKL und OPG sind wichtige Faktoren
fu¨r Osteoklastogenese und somit fu¨r den Knochenumbau. Die Expression von RANKL und
OPG zeigt keine Vera¨nderung nach Bestrahlung. Die Ausnahme bildet die Expression von
RANKL nach einer Bestrahlung mit 10 Gy Ro¨ntgenstrahlung (RQ=1,77±0,79), die jedoch
nicht signifikant unterschiedlich ist.
3.1.6 Expression der alkalischen Phosphatase und Ca2+-Inkorporation in
Osteoblasten
Der Knochen besteht bis zu 70% aus Phosphat und Mineralien, welche dem Knochen seine
Festigkeit verleihen [160]. Phosphate und Hydroxyapatite sowie Ca2+ werden hauptsa¨chlich
von Osteoblasten in die Knochenmatrix eingelagert. Dies geschieht zum einem mit Hilfe der
alkalischen Phosphatase (ALP) und durch das direkte Freisetzen der Ca2+-Versikel [161,
162]. Die ALP-Konzentration und Ca2+-Einlagerungen zeigen die Aktivita¨t der Osteoblasten
und somit deren Funktionalita¨t an. Um die Auswirkung von ionisierender Strahlung auf die
Aktivita¨t der Osteoblasten zu untersuchen, wurden beide Faktoren untersucht.
Die bestrahlten Osteoblasten wurden u¨ber die Kultivierungsdauer von 14 Tagen auf die
Vera¨nderungen der ALP-Konzentration untersucht. Die ALP-Konzentration zeigte keine
signifikante A¨nderung in Abha¨ngigkeit von der Dosis (0.5; 2 Gy Ro¨ntgenstrahlung) und
Kultivierungsdauer (siehe Abb.3.7).
Die Ca2+-Einlagerungen von Osteoblasten ko¨nnen mit Alizarin Red S gefa¨rbt und
anschließend durch Extraktion des Farbstoffes dessen Konzentration gemessen werden. Die
Ca2+-Einlagerungen nahmen im Laufe der Kultivierung der Zellen kontinuierlich zu und die
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Abbildung 3.6: Relative Expression der Gene in humanen Osteoblasten nach Bestrahlung. Die Zellen wurden
24h (a-c) sowie 5d (d) nach Bestrahlung (0.5 Gy, 2 Gy und 10 Gy Ro¨ntgenstrahlung) fu¨r die Extraktion der
RNA fu¨r qRT-PCR lysiert. Die Werte wurden auf unbestrahlte Zellen normiert und GAPDH als Referenzgen
gemessen. N=3, n=6. Mittelwert, SEM.
Bestrahlung der Zellen (0.5; 2 Gy Ro¨ntgenstrahlung) bewirkte eine deutliche dosisabha¨ngige
Steigerung der Ca2+ ab Tag 10 (siehe Abb.3.8). Am Tag 14 der Kultivierung erreichten die
Zellen sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der bestrahlten Proben das Maximum, danach
folgte eine Abnahme der gemessenen Konzentration. Die Zunahme der Ca2+-Einlagerungen in
den bestrahlten Zellen betrug fu¨r 0.5 Gy 20% und fu¨r 2 Gy 40% in Vergleich zur Kontrollgruppe.
3.1.7 Bestimmung von fu¨r den Knochenmetabolismus relevanten
Zytokinen
Der Knochenmetabolismus wird durch die Freisetzung von Zytokinen von verschiedenen
untereinander interagierenden Zellen gesteuert. Osteoblasten regulieren die Osteoklastogenese
durch das RANKL/OPG-Verha¨ltnis sowie den Aufbau der Knochenmatrixes durch OCN. Die
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Abbildung 3.7: Vera¨nderung der alkalischen Phosphatase-Konzentration (ALP) in bestrahlten Osteoblasten.
Die Osteoblasten wurden mit 0.5 und 2 Gy Ro¨ntgenstrahlung bestrahlt und anschließend die Konzentration
der ALP u¨ber 14 Tage bestimmt. N=6; Mittelwert, SEM.
Abbildung 3.8: Ca2+-Einlagerungen in bestrahlten Osteoblasten. Die Osteoblasten wurden mit 0.5 und 2
Gy Ro¨ntgenstrahlung bestrahlt und die Calcium-Einlagerungen wurden mittels Alizarin Red S u¨ber die
Kultivierungsdauer photometrisch bestimmt. N=3, n=3. Mittelwert, SEM. Statistik mit student-t-test (p <
0.05), P-Werte: Kontrolle vs 0.5 Gy *p=0,0280, fu¨r Kontrolle vs 2 Gy **p=0.0080
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Abbildung 3.9: Zytokinfreisetzung humaner Osteoblasten nach Bestrahlung. Osteoblasten wurden mit 0.5 und
2 Gy Ro¨ntgenstrahlung bestahlt und die Konzentration von OPG oder OCN im Zellkulturu¨berstand bestimmt.
OPG: Mittelwert, SEM, N=6, n=14; OCN: Mittelwert mit SEM, N=3, n=6
Experimente in Rahmen dieser Arbeit hatten zum Ziel strahleninduzierte Vera¨nderungen der
Freisetzung der Faktoren, die fu¨r den Knochenmetabolismus relevant sind, zu untersuchen.
Wie in der Abb.3.9 dargestellt, erreicht die OPG-Konzentration im Zellkulturu¨berstand
der unbehandelten Zellen bereits nach fu¨nf Tagen ein Maximum und nimmt anschließend
kontinuierlich ab. Die bestrahlten Zellen mit 0.5 und 2 Gy Ro¨ntgenstrahlung setzen u¨ber die
Kultivierungszeit OPG frei, dabei ist die OPG-Konzentration nach 14 Tagen nach Bestrahlung
deutlich ho¨her als in den Kontrollproben.
Die Freisetzung von OCN verha¨lt sich a¨hnlich, ein Maximum ist fu¨nf Tage nach Bestrahlung
bereits erreicht, jedoch weisen die Kontrollzellen stehts niedrigere OCN-Level als die bestrahlten
Zellen im Zellkulturu¨berstand auf.
3.2 Einfluss von Strahlung auf die Differenzierung humaner
Osteoklasten
Osteoklasten sind knochenresorbierende Zellen. Sie spielen bei entzu¨ndlichen Knochenerkran-
kungen eine entscheidende Rolle, indem sie durch Freisetzung von Proteasen zum Knochenab-
bau beitragen [163]. Die Vorla¨uferzellen werden in ihrer Differenzierung weitgehend von den
umliegenden Zellen durch Zytokinfreisetzung oder direkten Zell-Zell Kontakt beeinflusst [47,
164]. Der Ursprung von Osteoklasten sind ha¨matopoietischen Stamm- und Vorla¨uferzellen
(HSPC), die im Knochenmark zu monozyta¨ren Vorla¨uferzellen differenzieren, oder aus dem
Knochenmark austreten und sich im peripheren Blut zu Monozyten weiterentwickeln [165–167].
In Patienten wird nach Strahlentherapie (Gesamtdosis 40-60 Gy) ein Knochenabbau beob-
achtet, der mit strahleninduzierten Scha¨den in Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten
in Verbindung gebracht wird [168]. Die Auswirkungen einer Niedrig-Dosis Therapie auf die
Entwicklung und die Aktivita¨t von Osteoklasten wurden bisher nicht untersucht.
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In diesem Abschnitt der Arbeit wurde der Einfluss von ionisierender Strahlung auf die
Differenzierung von Osteoklasten aus Monozyten untersucht.
3.2.1 Apoptose in Monozyten
Die Monozyten kommen als Vorla¨uferzellen der Osteoklasten im entzu¨ndeten Gelenkspalt
der RA-Erkrankten vor und stellen ein potentielles Target der Bestrahlung in Rahmen der
Therapie dar. Deshalb wurde im ersten Schritt die Strahlensensititvita¨t der Monozyten durch
Bestimmung der Apoptoserate untersucht.
Die Messungen von Annexin V/PI mittels Durchflusszytometrie haben ergeben, dass in
Kontrollzellen die Apoptoserate zwischen 2% und 8% schwankt. Weiterhin ergibt sich nach
12 Stunden eine signifikant ho¨here Apoptoserate fu¨r die bestrahlten Zellen, die aber den
Maximalwert der Kontrollen nicht u¨bersteigt. Solche Apoptosenraten sind in den Blutszellen
wie z.B. in unbestrahlten T-Zellen u¨blich [169].
Abbildung 3.10: Apoptose in Osteoklastenvorla¨uferzellen. Osteoklasten-Vorla¨uferzellen (Monozyten) wurden
nach Absetzten mit 0.5, 2 und 10 Gy Ro¨ntgenstrahlung bestrahlt und anschließend im Differnezierungsme-
dium kultiviert. Die Apoptosemessung erfolgte mittels AnnexinV/PI-Fa¨rbung mit durchflusszytometrischen
Messungen. AnnexinV+/PI- wurden dabei als apoptotisch gewertet. N=2, n=4. Mittelwert, SEM.
3.2.2 Differenzierung von Osteoklasten auf Plastik
Im Folgendem wurde die Differenzierung der Osteoklasten nach Bestrahlung mit Ro¨ntgenstrah-
lung untersucht. Die Monozyten wurden wie im Abschnitt 2.1.4 beschrieben isoliert und mit
0.5, 2 und 10 Gy Ro¨ntgenstrahlung bestrahlt. Die Versuche wurden zuerst in Zellkulturgefa¨ßen
aus Plastik durchgefu¨hrt. Wa¨hrend der 14 ta¨tigen Kultivierung im Osteoklasten-Medium auf
Plastik wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Proben entnommen und die Anzahl der reifen
Osteoklasten ausgewertet.
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Es stellte sich heraus, dass die Bildung von Osteoklasten oszillierend verla¨uft (siehe Abb.3.11),
wobei die Die Bestrahlung von Vorla¨uferzellen mit einer niedrigen und mittleren Dosis Ro¨nt-
genstrahlung (0.5 und 2 Gy) kein Einfluss auf die Reifung der Osteoklasten hatte.
Da die Ausreifung von Osteoklasten u¨ber die Kultivierungsdauer nach 14 Tagen deutlich
fortgeschritten ist, wurde der Zeitpunkt 14 Tage fu¨r weitere Experimente gewa¨hlt. Da fu¨r 0.5
Gy und 2 Gy keinen Einfluss von Strahlung beobachtet wurde, wurden weitere Experimente
fu¨r eine hohe Dosis (10 Gy) durchgefu¨hrt. Dabei zeigte sich, dass die Zahl der ausgereiften
Osteoklasten niedriger als in den Kontrollzellen war (siehe Abb.3.12).
Abbildung 3.11: Anzahl ausdifferenzierter Osteoklasten nach Bestrahlung mit Ro¨ntgenstrahlung. Vorla¨uferzellen
wurden mit 0.5 und 2 Gy Ro¨ntgenstrahlung bestrahlt und anschließend kultiviert. Die Zellen, die sowohl DAPI+
als auch TRAP+ waren mit mehr als 3 Kernen, wurden als Osteoklasten gewertet (a). F-Aktin und DAPI
gefa¨rbte Osteoklasten (b); TRAP-gefa¨rbte Osteoklasten (c). N=3-6, n=12. Mittelwert, SEM.
3.2.3 Differenzierung der Osteoklasten auf Knochen
Da das natu¨rliche physiologische Substrat fu¨r Osteoklasten der Knochen ist, wurde die Kul-
tivierung von Osteoklasten und deren Vorla¨uferzellen auf Knochenstu¨cken etabliert und
Vergleichsexperimente zur Plastik-Oberfla¨che durchgefu¨hrt. Es wurde wie im Abschnitt 2.1.4
verfahren und anschließend die resorbierte Fla¨che pro Gesichtsfeld bestimmt.
Wie in der Abb.3.13 zu entnehmen, verringerte die Bestrahlung die Osteoklastenaktivita¨t
signifikant, im Vergleich zur Kontrolle (0,49±0,08) und zwar nicht nur eine hohe (0,27±0,12),
sondern auch fu¨r eine mittlere und am deutlichsten fu¨r eine niedrige Dosis Ro¨ntgenstrahlung
(0,23±0,18). Wa¨hrend der Knochenresorption setzen Osteoklasten die abgebauten Kollagen-
fragmente ab, welche im Zellkuturu¨berstand gemessen werden ko¨nnen. Eine entsprechende
Messung der Fragmente (CTX Crosslaps) ergab, dass es keinen Unterschied in der freige-
setzten Menge der Kollagenfragmente zwischen bestrahlten und unbestrahlten Zellen gab
(siehe Abb.3.14). Das Ergebnis ist nicht eindeutig, da eine Spenderabha¨ngigkeit vorlag und
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Abbildung 3.12: Anzahl ausdifferenzierter Osteoklasten nach Bestrahlung mit Ro¨ntgenstrahlung nach 14
Tagen.Vorla¨uferzellen wurden mit 0.5, 2 und 10 Gy Ro¨ntgenstrahlung bestrahlt und anschließend fu¨r 14 Tage
kultiviert. Die Zellen, die sowohl DAPI+ als auch TRAP+ waren und mehr als 3 Kerne hatten, wurden nach 14
Tagen als Osteoklasten bestimmt. N=3, n=6. Mittelwert, SEM. Statististik: Mann Whitney Test mit p>0,05
(*p=0,0238).
die gemessene Werte zwischen den Spendern sich unterschieden. Die Messung bezieht sich
aber nur auf die Aktivita¨t der Zellen in den letzten 3 Tagen der Kultivierung, da wa¨hrend der
Kultivierungsdauer ein Mediumswechsel alle 3 Tage erfolgte.
Abbildung 3.13: Resorbierte Fla¨che durch bestrahlte Osteoklasten. Vorla¨uferzellen wurden mit 0.5, 2 und 10 Gy
Ro¨ntgenstrahlung bestrahlt und fu¨r 21 Tage auf den Knochenpla¨tchen im Differenzierungsmedium kultiviert.
Die Auswertung der resorbierten Fla¨che erfolgte mittels Image J Software. N=2, n=4. Mittelwert, SD. Statistik
mit student t-test (p < 0.05), P-Werte: Kontrolle vs 0.5 Gy ***p=0,0002; Kontrolle vs 2 Gy **p=0,0054;
Kontrolle vs 10 Gy ****p<0,0001.
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Abbildung 3.14: Konzentration der freigesetzten Kollagenfragmente (CrossLaps, CTX) der bestrahlten Osteo-
klasten nach 21 Tagen. Osteoklasten-Vorla¨uferzellen wurden mit 0.5, 2 und 10 Gy Ro¨ntgenstrahlung bestrahlt
und anschließend auf Knochenpla¨ttchen fu¨r 21 Tage kultiviert. Der Mediumswechsel erfolgte alle drei Tage.
Die gemessene Werte beziehen sich auf die Aktivita¨t im Zeitraum zwischen 18-21 Tag nach Bestrahlung. N=2,
n=4. Mittelwert, SEM.
3.2.4 Proteinexpression humaner Osteoklasten nach Bestrahlung
Neben der Anzahl an neugebildeten Osteoklasten nach Ro¨ntgenbestrahlung wurde ebenfalls
die Expression spezifischer Proteine, die an der Differenzierung und Aktivita¨t von Osteoklasten
beteiligt sind, u¨berpru¨ft.
Dazu wurde die Expression der Proteine Cathepsin K, TRAP, c-Src, und TRAF6 im Western
Blot untersucht. Cathepsin K (39 kDa) ist eine von Osteoklasten spezifisch sekretierte Protease,
die fu¨r den Abbau von organischen Bestandteilen des Knochens verantwortlich ist und somit
Ru¨ckschlu¨sse auf die resorbierende Aktivita¨t der Zellen gibt [163]. TRAP ist eine Phosphatase
und neben Cathepsin K ein wichtiger Marker fu¨r die Funktionalita¨t der Osteoklasten. Die c-Src
Kinase (60 kDa) ist fu¨r die intrazelllula¨re Verankerung der Zell-Matrix-Verbindungsproteine
αvβ3 und RANK verantwortlich, die sich auf der Zelloberfla¨che befinden und die Anheftung
der Zellen an die extrazellula¨re Matrix ermo¨glichen [170, 171]. Bei TRAF6 (60 kDa) handelt
es sich um einen Transkriptionsfaktor, der an der Signaltransduktion bei der Aktivierung von
Osteoklasten-Vorla¨uferzellen und der Knochenresorption beteiligt ist [172].
Zusammenfassend ist anzumerken, dass die Bestrahlung der Vorla¨uferzellen von Osteoklasten
mit einer niedrigen Dosis keinen signifikanten Effekt auf die Expression von c-Src, Cathepsin
K, TRAP und TRAF6 in den differenzierten Zellen hatte. Wie in der Abb.3.16 a) dargestellt,
wurde die Proteinexpression von c-Src durch Bestrahlung mit 2 und 10 Gy vermindert, nicht
aber fu¨r 0.5 Gy Ro¨ntgenstrahlung. Fu¨r eine mittlere und hohe Dosis ergab sich eine Abnahme
von c-Src, Cathepsin K und TRAF6 aber eine Abnahme von TRAP.
Um aufzukla¨ren, ob Bestrahlung eine andere Wirkung in Abha¨ngigkeit von Reife der Osteo-
klasten hat, wurden im na¨chsten Schritt reife Osteoklasten bestrahlt. Dazu wurden Zellen
nach 10 Tagen im Differenzierungsmedium mit 0.5, 2 und 10 Gy Ro¨ntgenstrahlung bestrahlt
und weiterhin kultiviert. Nach 19 Tagen wurde die Proteinexpression detektiert. Wie der
Abb.3.16 b) zu entnehmen, war die Expression von Cathepsin K und TRAP nach 2 und 10 Gy
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niedriger als in den Kontrollzellen. Die Bestrahlung mit 0.5 Gy Ro¨ntgenstrahlung bewirkte nur
eine Abnahme von TRAP, aber nicht von Cathepsin K. Das c-Src Protein zeigte eine starke
Schwankung in Abha¨ngigkeit vom Spender. Somit entsprechen die strahlungsabha¨ngigen
A¨nderungen der Expression von Cathepsin K und TRAP der A¨nderungen nach Bestrahlung
der Vorla¨uferzellen, fu¨r c-Src wurde einer Abnahme der Expression in Vorla¨uferzellen eine
Zunahme in reifen Osteoklasten festgestellt.
Abbildung 3.15: Proteinexpression in Osteoklasten nach Bestrahlung mit Ro¨ntgenstrahlung. Vorla¨ufer der
Osteoklasten wurden mit 0.5, 2 und 10 Gy Ro¨ntgen am Tag der Aussaat bestrahlt und fu¨r 14 Tage im
Differenzierungsmedium kultiviert. Die Auftragsmenge des Gesamtproteins ist 10 mg.
Abbildung 3.16: Quantifizierung der Proteinexpression in Osteoklasten nach Bestrahlung mit Ro¨ntgenstrahlung.
Proteinexpression in Osteoklasten 14 Tage (a) sowie 9 Tage (19 Tage differenziert) (b) nach Bestrahlung. Die
Quantifizierung des Western Blots erfolgte mit Software Fusion FX. Der Signal von GAPDH wurde als Referenz
verwendet und die Werte auf die unbestrahlte Kontrolle normiert. N=3, n=3. Mittelwert, SEM. Statistik mit
Student t-Test (p < 0.05), P-Werte: TRAF6: 10 Gy vs Kontrolle **p=0,0087; 2 Gy vs Kontrolle *p=0,0326;
Cathepsn K: 10 Gy vs Kontrolle **p=0,0029.
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3.2.5 Strahleninduzierte Freisetzung der tartratresistenten sauren
Phosphatase von Osteoklasten
Der Knochenabbau erfolgt durch die Freisetzung von Enzymen wie Cathepsin K, sowie durch
das Freisetzen von tartratresistenten sauren Phosphatase (TRAP) durch Osteoklasten. Da
die TRAP-Freisetzung direkt mit der Osteoklasten-Aktivita¨t korreliert [173], wurde in dieser
Arbeit die Auswirkung von ionisierenden Strahlung auf die TRAP-Aktivita¨t untersucht.
In Abb. 3.17 ist die spezifische TRAP-Aktivita¨t der Osteoklasten u¨ber die Kultivierungsdauer
von 14 Tagen dargestellt. Die TRAP-Aktivita¨t oszilliert, stiegt aber insgesamt leicht in den
unbestrahlten Kontrollen u¨ber die Dauer der Kultivierung an. Ein Trend zu einer erho¨hten
Freisetzung umindest fu¨r eine hohe Ro¨ntgendosis zu erkennen.
Abbildung 3.17: TRAP-Aktivita¨t in Osteoklasten. Die TRAP-Aktivita¨t wurde in Zellkulturu¨bersta¨nden von
bestrahlten Osteoklasten (0.5, 2 und 10 Gy Ro¨ntgenstrahlung) gemessen. Die Messung erfolgte photometrisch
bei 450nm, die Aktivita¨t wurde auf Proteinmenge [mg] bezogen und auf die Kontrolle am Tag 5 normiert. N=3.
Mittelwert, SD.
3.3 Einfluss von Strahlung auf die Differenzierung von Th17
und Treg Zellen.
Rheumatoide Arthritis (RA) ist unter anderem durch das Einwandern von Immunzellen in den
Gelenkspalt charakterisiert. Neben Monozyten spielen auch T-Zellen und deren Differenzierung
in entzu¨ndungsfo¨rdernde Th17 und entzu¨ndunghemmende Treg Zellen eine wichtige Rolle bei
der Entwicklung der Erkrankung. Insbesondere gewinnen die IL-17-produzierenden Th17 Zellen
immer mehr Beachtung, da sie durch Freisetzung von Zytokinen (IL-17, RANKL) erheblich
zum Fortschreiten der RA beitragen [174, 175]. Als Antagonisten der entzu¨ndlichen Th17 gelten
Treg Zellen, welche die Proliferation der entzu¨ndlichen Immunzellen unterdru¨cken. Wa¨hrend
in der Krebstherapie insbesondere auf die Akkumulation der Treg Zellen im Tumorgewebe
hingewiesen wird [176], was letzlich zur Immunsuppression fu¨hrt, ist die Auswirkung von
Niedrig-Dosis Therapie auf die Differenzierung von anti-inflammatorischen Treg Zellen nicht
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bekannt.
In diesem Abschnitt der Arbeit wurde untersucht, wie ionisierende Strahlung die Proliferation
und die Differenzierung von Th17 sowie von Treg Zellen aus CD4+ Vorla¨uferzellen beeinflusst.
3.3.1 Differenzierung und Proliferation von Treg und Th17
Um den Einfluss einer Bestrahlung auf die Differenzierung und Proliferation von Th17 und
Treg Zellen zu untersuchen, wurden CD4+ Zellen wie im Abschnitt 2.1.3 beschrieben, kultiviert
und mit 0.5, 2 und 10 Gy Ro¨ntgenstrahlung bestrahlt.
Zuna¨chst wurde die Gesamtzellzahl der bestrahlten Proben am Ende der Kultivierungszeit
bestimmt, um die Auswirkung von Ro¨ntgenstrahlung auf die Proliferation der Zellen zu
beurteilen. Wie in der Abb.3.18 dargestellt, vera¨ndert sich die Zellzahl unabha¨ngig von
Bestrahlungsdosis und Behandlung ± TNFα/TGFβ nicht signifikant. Die Strahlensensitivita¨t
ist abha¨ngig vom Spender, was somit eine breite Streuung bewirkt.
Der gemessene Anteil der Th17 Zellen nach 7 Tagen Kultivierungszeit (siehe Abb. 3.19 a))
Abbildung 3.18: Zellzahlen der Lypmhozyten nach Bestrahlung. Die CD4+ T-Zellen wurden mit Ro¨ntgenstrah-
lung bestrahlt (0.5 und 10 Gy) und fu¨r 7 Tage im Differenzierungsmedium kultiviert. Die Behandlung mit
TNFα [1ng/ml] und/oder TGFβ [1ng/ml] erfolgte in den aufgefu¨hrten Experimenten simultan. N=6, n=11.
Mittelwert mit Min/Max.
deutet darauf hin, dass die Differenzierung der Zellen durch eine Bestrahlung nicht beeinflusst
wird. Die unbestrahlten CD4+ Vorla¨uferzellen (mean=2.6±1,8) differenzieren im gleichen
Maße wie nach Bestrahlung mit 0.5 Gy (mean=2.9±2,3), mit 2 Gy (mean=2.8±2,3) oder mit
10 Gy (mean=1,8±1).
Hingegen zeigten die Treg Zellen ein anderes Verhalten, indem nach Bestrahlung mit einer
hohen Dosis der Anteil an CD4+Fopx3+ Zellen (10 Gy: mean=8.4±1,9) in Vergleich zur
Kontrolle (mean=4.0±2,8) signifikant zunimmt. Die Bestrahlung mit 0.5 Gy und 2 Gy
Ro¨ntgen hatte keinen Einfluss auf die Differenzierung der Treg Zellen.
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Abbildung 3.19: Differenzierung von Treg und Th17 Zellen nach Bestrahlung. Die CD4+ T-Zellen wurden
mit Ro¨ntgenstrahung bestrahlt (0.5;2;10 Gy) und fu¨r 7 Tage im Differenzierungsmedium kultiviert (a). Die
Behandlung mit TNFα [1ng/ml] (b) und/oder TGFβ [1ng/ml] (c, d) erfolgte in den aufgefu¨hrten Experimenten
simultan. Anschließend erfolgte Immunfa¨rbung mit anti-IL-17 und anti-Foxp3 und die durchflusszytometrische
Messung. Als Th17 Zellen wurden Zellen mit positiven Markern fu¨r CD4 und IL17 (CD4+IL17+) identifiziert
und fu¨r Treg Zellen mit positiven Markern fu¨r CD4 und Foxp3 (CD4+Fopx3+) festgelegt. Plot nach tukey,
paired student t-test (p < 0.05), P-Werte: a) **p=0.0033, N=9, n=18; b)10 Gy+TNFa vs co *p=0.0201 und fu¨r
10 Gy+TNFa vs co+TNFα *p=0.0367, N=9, n=18; c)0.5 Gy+TGFβ vs co **p=0,0011 und fu¨r 10 Gy+TGFβ
vs co *p=0,0187, N=10, n=20; d) N=11, n=22
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3.3.2 Differenzierung der Immunzellen unter entzu¨ndlichen Bedingungen
Wa¨hrend einer chronisch-entzu¨ndlichen Erkrankung wie RA werden stets Entzu¨ndungsfaktoren,
wie TNFα, IL-6 und andere vermehrt nachgewiesen [177]. Diese fu¨hren zu einer entzu¨ndlichen
Stimmulierung der Zellen und einer Reifung in entzu¨ndliche Zellen. In RA-Patienten wurde
vermehrt ein erho¨hter TNFα-Gehalt im Serum nachgewiesen [178], so dass in den Experimen-
ten im Rahmen dieser Arbeit durch die zusa¨tzliche Stimmulierung der Zellen mit TNFα das
entzu¨ndliche Millieu nachgeahmt wurde. Im Gegensatz hierzu wurde anti-entzu¨ndliches TGFβ
in Patienten nach der Behandlung mit Radon festgestellt [179]. Da TGFβ zusa¨tzlich die Treg
Differenzierung begu¨nstigt [180, 181], wurde in dieser Arbeit untersucht, welchen Effekt die
Bestrahlung in Gegenwart von TGFβ-Zugabe auf die Entwicklung der Zellen hat.
Wie in Abb. 3.19 b) dargestellt, bewirkte die Strahlung in Kombination mit TNFα keine
deutliche Zunahme der Treg-Zellpopulation. Allerdings wurde ein deutlicher Ru¨ckgang der
Th17-Zellen nach 10 Gy Bestrahlung in Vergleich zur unbehandelten Kontrolle mit und ohne
TNFα gemessen. Somit hat TNFα einen leicht inhibierenden Effekt in der Th17-Reifung bei
einer hohen Dosis.
Im na¨chsten Schritt wurde die Wirkung von TGFβ in Kombination mit einer Bestrahlung
auf die Differenzierung der Th17/Treg Zellen untersucht (siehe Abb.3.19 c). Die Zugabe von
TGFβ bewirkte sowohl eine Zunahme der Treg Zellen in unbestrahlten Zellen, als auch in
bestrahlten Zellen. Die Bestrahlung mit 0.5, 2 und 10 Gy Ro¨ntgenstrahlung in Anwesenheit
von TGFβ erho¨hte deutlich die Treg-Zellpopulation, hingegen blieb die Entwicklung der Th17
Zellen auch in Anwesenheit von TGFβ und bei gleichzeitger Bestrahlung unvera¨ndert. Nur
eine hohe Dosis von 10 Gy wirkte inhibierend auf die Bildung von Th17 Zellen.
Wa¨hrend einer entzu¨ndlichen Erkrankung wird eine Vielzahl von inflammatorischen Fak-
toren freigesetzt, die zum Fortschreiten der Entzu¨ndung fu¨hren, falls diesen keine anti-
inflammatorischen Signale wie z.B. durch TGFβ entgegen wirken. Deshalb wurden im nachfol-
genden Experiment TNFα und TGFβ zusammen eingesetzt und zusa¨tzlich der Einfluss einer
Bestrahlung untersucht. Die Bestrahlung bewirkte unter gleichzeitigem Einsatzt von TGFβ
und TNFα keinen signifikanten Anstieg von Treg Zellen, aber eine signifikante Abnahme von
Th17 Zellen (siehe Abb. 3.20). Wenn man das Verha¨ltnis von Treg zur Th17 Zellen bildet,
wird jedoch ein Bestrahlungseffekt deutlicher, dass zummindest fu¨r die hohe Dosis Treg Zellen
zunehmen bzw. Th17 Zellen abnehmen (siehe Abb. 3.20).
3.3.3 Bestimmung der Zytokinfreisetzung der diffenzierten Zellen
Neben einer Bestimmung der Anteile von ausdifferenzierten Zellen ist deren Aktivita¨t in Form
von Freisetzung bestimmter Zytokine von großer Bedeutung. So setzten Treg Zellen vermehrt
IL-10 frei wa¨hrend Th17 Zellen IL-17 sowie IL-22, 21 und TNFα freisetzen.
Im Anschluss an die Bestimmung der Zellanteile wurde eine Messung der Zytokine in Medi-
umu¨bersta¨nd durchgefu¨hrt.
Die Messung der U¨bersta¨nde besta¨tigte großteils die durchflusszytometrische Analyse der
Zellverteilung. In Proben mit TNFα und 0.5 Gy wurde keine Vera¨nderung bei der Freisetzung
von IL-10 festgestellt, wa¨hrend nach 10 Gy Bestrahlung eine Abnahme von IL-10 detektiert
wurde. Die Zugabe von TNFα und/oder TGFβ vera¨nderte die Freisetzung von IL-10 nach Be-
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Abbildung 3.20: Verha¨ltniss der differenzierten Treg und Th17 Zellen nach Bestrahlung unter TGFβ- und
TNFα-Einwirkung. Die CD4+ T-Zellen wurden mit Ro¨ntgenstrahlung bestrahlt (0.5;2;10 Gy) und fu¨r 7
Tage im Differenzierungsmedium mit 1 ng/ml TGFβ und 1 ng/ml TNFα kultiviert. Anschließend erfolgte
Immunfa¨rbung mit anti-IL-17 und anti-Foxp3 und die Messung am FACS. Als Th17 Zellen wurden Zellen
mit CD4+IL17+ identifiziert und fu¨r Treg CD4+Fopx3+ Zellen festgelegt, anschließend Ergebnisse einzelner
Spender in Verha¨ltnis gesetzt (Treg:Th17). N=10, n=20. Mittelwert, SEM. Statistik mit Wilcoxon Test (p <
0.05), P-Werte: 10 Gy vs Kontrolle **p=0,0028
strahlung nicht (siehe Abb.3.21). Die Konzentration von IL-17 nahm unabha¨ngig von Zugabe
von TNFα oder TGFβ nach Bestrahlung mit 10 Gy Ro¨ntgenstrahlung ab. Die Bestrahlung
mit niedriger Dosis von 0.5 Gy vera¨nderte die Freisetzung von IL-17 nicht. Die Freisetzung
von IL-21, IL-22 und TNFα wurde durch 0.5 Gy nicht signifikant vera¨ndert, jedoch wurde in
mit 10 Gy bestrahlten Proben unabha¨ngig von Zugabe von TNFα oder TGFβ eine Zunahme
der Zytokine gemessen (siehe Abb.3.22).
In der Kultur entwickelten sich nicht nur Th17 oder Treg Zellen, sondern auch potentiell
andere Subtypen wie Th1 oder Th2 T-Zellen, welche widerum durch Freisetzung von IL-2,
IL-4 oder INFγ die Differenzierung beeinflussen ko¨nnen. Die Differenzierung von Th17 Zellen
kann durch IL-2 inhibiert werden, wa¨hrend die Proliferation und Diffenzierung von Treg
Zellen durch IL-2 gesteigert wird. Die Messung von IL-2 und IL-4 in U¨bersta¨nden zeigte, dass
Bestrahlung mit 0.5 Gy keinen Effekt auf die Freisetzung dieser Zytokine hatte. Dennoch
wurde in mit 10 Gy bestrahlten Proben unabha¨ngig von TNFα und/oder TGFβ Zugabe eine
6 fache Zunahme der IL-2 Konzentration sowie ein Trend zur Zunahme von IL-4 gemessen
(siehe Abb.3.23).
Zusammengefasste Ergebnisse zur Zytokinfreisetzung sind schematisch in der Tab.3.1 darge-
stellt.
3.4 Untersuchungen zu der Patientenstudie RADON
In der Patientenstudie zur Radonbehandlung von chronisch-entzu¨ndlichen Erkrankungen
wurden Patienten fu¨r 3 Wochen mit Radon behandelt. Der klinische Erfolg wurde durch
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Abbildung 3.21: Freisetzung von IL-10 in bestrahlten CD4+ T-Zellen. Die CD4+ T-Zellen wurden mit Ro¨ntgen-
strahlung bestrahlt (0.5 und 10 Gy) und fu¨r 7 Tage im Differenzierungsmedium mit 1 ng/ml TGFβ und 1 ng/ml
TNFα kultiviert. Anschließend erfolgte Messung der Zytokine mit Fluoreszenz-basierten Bead Immunoassay.
Die Konzentration ist auf Zellkulturu¨berstand der unbestrahlten Zellen ohne TGFβ und TNFα normiert. N=3,
n=6. Mittewert, SD.
Tabelle 3.1: Einwirkung von Ro¨ntgenbestrahlung auf die Freisetzung der Zytokine der Th17/Treg Zellkultur.
T-Zellen freigesetztes
Zytokin
Dosis (Gy) und
Stimulation
TNFα TGFβ TNFα + TGFβ
0 0.5 10 0 0.5 10 0 0.5 10
Treg IL-10 " l l # # # # # #
Th17 Il-17 " " # l l # l l #
IL-21 l l l l l l l l l
IL-22 " l # # # l l # "
TNFα " l " l l " l l "
Th IL-2 " l " " " " " " "
IL-4 " l " l l " l l "
Zunahme ("), Abnahme (#), keine Vera¨nderung ($)
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Abbildung 3.22: Freisetzung von Th17-spezifischen Zytokinen in bestrahlten CD4+ T-Zellen. Die CD4+ T-Zellen
wurden mit Ro¨ntgenstrahlung bestrahlt (0.5 und 10 Gy) und fu¨r 7 Tage im Differenzierungsmedium mit 1 ng/ml
TGFβ und 1 ng/ml TNFα kultiviert. Anschließend erfolgte Messung der Zytokine mit Fluoreszenz-basierten
Bead Immunoassay. Die Konzentration ist auf Zellkulturu¨berstand der unbestrahlten Zellen ohne TGFβ und
TNFα normiert. N=3, n=6. Mittewert, SD.
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Abbildung 3.23: Freisetzung von IL-2 und IL-4 in bestrahlten CD4+ T-Zellen. Die CD4+ T-Zellen wurden mit
Ro¨ntgenstrahlung bestrahlt (0.5 und 10 Gy) und fu¨r 7 Tage im Differenzierungsmedium mit 1 ng/ml TGFβ
und 1 ng/ml TNFα kultiviert. Anschließend erfolgte Messung der Zytokine mit Fluoreszenz-basierten Bead
Immunoassay. Die Konzentration ist auf Zellkulturu¨berstand der unbestrahlten Zellen ohne TGFβ und TNFα
normiert. N=3, n=6. Mittewert, SD. Statistik mit ANOVA-Test: *p<0.5
Befragung durch den a¨rzlichen Leiter der Studie ermittelt. In diesem Abschnitt der Arbeit
wurde die Verteilung von entzu¨ndlichen Th17 Zellen und die Toleranz-vermittelnden Treg
Zellen und Entzu¨ndungsmarker in Patientenserum, das vor und nach Therpaie entnommen
wurde, untersucht.
3.4.1 Verteilung Th17 und Treg Zellen im peripheren Blut der Patienten
Die folgende Untersuchung des peripheren Blutes von Patienten vor und nach Radon-Therapie
(1, 3, 5 und 7 Monate) sollte Aufschlu¨sse daru¨ber geben, ob eine Radon Therapie einen Einfluss
auf die Verteilung von Th17 und Treg Zellen hat. Die untersuchten Patientenproben deuten
darauf hin, dass die Radonbehandlung sich insbesondere auf die Treg Population auswirkt
(siehe Abb.3.24). Der Anstieg von Treg Zellen wurde u¨ber den Zeitraum von sieben Monaten
beobachtet. Aufgrund der geringen Anzahl an Patienten vor Beginn der Therapie, betra¨gt die
Signifikanz des Anstieges nach sieben Monaten nur *p=0,0129. Auch der Vergleich von Treg
Zellen zur gesunden Kontrollgruppe ergab einen signifikanten Unterschied zu den behandelten
Patienten (***p=0,0003).
Hingegen wurde in Th17 Zellpopulation keine Vera¨nderungen vor und nach Therapie
festgestellt (siehe Abb.3.24). Erst nach 7 Monaten wurde eine signifikante Abnahme der Th17
Zellpopulation gemessen (****p<0,0001) Die gesunde Kontrollgruppe weist vergleichbare
Werte der Th17 Zellen (gesund: 0,83±0,16 vs vor Therapie: 0,65±0,22) auf.
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Abbildung 3.24: Die durchflusszytometrische Messung der Treg (a) und Th17 (b) Zellen erfolgte 24h nach
Blutabnahme. Die Fa¨rbung der Zellen erfolgte mit anti-CD4 (PE) und anti-Foxp3 (APC) sowie anti-IL17
(FITC). N=3-19. Mittelwert, SEM. Statistik mit paired t-test,(p < 0.05), P-Werte: Treg: vor vs. 7 Monate
nach Therapie *p=0,0129; gesund vs. 7 Monate nach Therapie ***p=0,0003; Th17: vor vs. 7 Monate nach
Therapie ****p<0,0001.
3.4.2 Zytokinbestimmungen im peripheren Blut
Chronisch-entzu¨ndliche Erkrankungen der Gelenken lassen sich anhand von Entzu¨ndungsmar-
kern im Serum der Patienten feststellen. Dazu werden in der Klinik verschiedene Parameter,
welche der Klassifikationskriterien der American College for Rheumatology (ACR) und die
European League Against Rheumatism (EULAR) entsprechen, herangezogen. In Rahmen die-
ser Arbeit wurden die Werte fu¨r BAP (knochenspezifische alkalische Phosphatase), CrossLaps,
RANKL und OPG in Serum der Patienten bestimmt.
Die BAP ist ein Enzym der Zink-Metalloprotein Familie, welches die Phosphatgruppe von
anorganischen Phosphatester abspaltet. Das Enzym wird von Osteoblasten synthetisiert und
in die Umgebung freigesetzt. Die Konzentration von BAP in Serum spiegelt die Osteoblasten-
aktivita¨t und somit den Knochenaufbau wieder [182].
CrossLaps sind lineare Abbaufragmente der C-terminalen Telopeptide (b-CTx) des Typ I
Kollagens. Die in den C-terminalen Telopeptiden vorkommende a-Asparaginsa¨ure wird bei
Alterung des Knochens in b-Asparaginsa¨ure umgewandelt (b-CTx). Quervernetzte Bruchstu¨cke
des b-CTx enthalten zweimal das b-CTx-Antigen. Diese Bruchstu¨cke, b-CrossLaps genannt,
werden durch Knochenresorption infolge der Osteoklasten-Aktivita¨t freigesetzt.
RANKL ist fu¨r die Differenzierung von Osteoklasten erforderlich, wa¨hrend OPG die Differen-
zierung inhibiert. Das Verha¨ltnis von OPG zu RANKL gibt Hinweise auf den Knochenumsatz,
so ist ein hoher OPG/RANKL-Wert ein Anzeichen fu¨r Knochenbildung bzw. Inhibition der
Osteoklastogenese.
Wie in der Abb.3.25 zu sehen ist, sind die BAP-Werte vor und in den Monaten nach Therapie
unvera¨ndert. Hingegen sinken die Werte von CrossLaps in den Monaten nach Therapie signifi-
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kant. Dabei sind die Werte direkt nach Abschluss der Therapie noch unvera¨ndert, sinken aber
nach 3 Monaten deutlich. Der Effekt bleibt auch nach sieben Monaten bestehen.
RANKL-Konzentration im Serum vera¨ndert sich nicht nach der Therapie, obwohl die OPG
Werte deutlich sinken. Dies fu¨hrt dazu, dass das OPG/RANKL Verha¨ltnis nach Abschluss
der Therapie sinkt (siehe Abb.3.25).
Abbildung 3.25: Analyse der Patientenseren vor und nach Therapie. Es wurden BAP, CrossLaps, RANKL und
OPG mittels ELISA bestimmt. N=16-30. Mittelwert mit Linie gekennzeichnet. Statistik mit Wilcoxon Test (p
< 0.05), P-Werte: Crosslaps: vor vs. 3 Monate *p=0,0148; vor vs. 5 Monate ***p=0,0009; vor vs. 7 Monate
**p=0,0011.
Kapitel 4
Diskussion
In der vorliegender Arbeit wurde eine Hypothese zur Wirkung von LD-RT untersucht. Dabei
wurde angenommen, dass eine niedrige Dosis von Ro¨ntgenstrahlung oder von alpha-Teilchen
(Radon) den Knochenmetabolismus wa¨hrend einer entzu¨ndlichen Knochenerkrankung normali-
siert. Es wurde vermutet, dass die Balance der knochenabbauenden und knochenaufbauenden
Zellen u¨ber eine strahleninduzierte Vera¨nderung der Differenzierung und Proliferation wieder-
hergestellt wird sowie der Entzu¨ndungsvorgang durch eine Zunahme von immunsuppressiven
Treg-Zellen gemindert wird.
4.1 Einluss von Strahlung auf das U¨berleben und die
Differenzierung von prima¨ren Osteoblasten
In Rahmen dieser Arbeit wurde die Auswirkung von ionisierender Strahlung auf die Prolifera-
tion und Differenzierung von Progenitoren in reife Osteoblasten untersucht. Aus publizierten
Daten liegen vorwiegend Ergebnisse zu immortalisierten Zelllinien aus Ma¨usen oder Ratten
vor, welche zu prima¨ren humanen Osteoblasten nur bedingt vergleichbar sind. Anhand der
Ergebnisse der Pha¨notypisierung von isolierten MSCs (siehe Kap. 3.1.1) wurde von einer
Mischpopulation aus Stammzellen sowie bereits weiter entwickelten Progenitoren ausgegangen.
Die geringe Anzahl von isolierten MSCs aus Knochenmarksaspiraten ermo¨glichte keine soforti-
ge Analyse der Zellpopulation, so dass erst nach einer la¨ngeren Proliferationsphase genu¨gend
Zellen zur Analyse herangezogen werden konnten. Dies wiederum fu¨hrte zum vera¨nderten
Expressionsmuster der Oberfla¨chenmarker, wie z.B. CD73. Neben Plastikadha¨renz sowie
Expression der Oberfla¨chenmarker wurde die Multipotenz der isolierten MSCs nachgewiesen,
indem sich die Zellen in Osteoblasten, Chondrozyten und Adipozyten entwickelten (siehe
Abb.3.2), was im Einklang mit Kriterien von ICST steht [154]. Somit wurden die isolierten
Zellen aus Knochenmarkaspiraten als mesenchymale Stamm-und Progenitorzellen betrachtet
und fu¨r die Differenzierung in Osteoblasten genutzt.
In der vorliegenden Arbeit wurde zuna¨chst die Strahlensensitivita¨t der prima¨ren humanen
Osteoblasten hinsichtlich Proliferation, klonogenem U¨berleben und der Zellzyklusverteilung
untersucht. Eine Bestrahlung mit 0.5 Gy Ro¨ntgenstrahlung vera¨nderte die Proliferation der
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Osteoblasten nur minimal, wa¨hrend die Proliferation fu¨r 2 Gy Ro¨ntgenstrahlung verzo¨gert war
(siehe Abb.3.3). Da eine verzo¨gerte Proliferation mit der fu¨r DNA-Reparatur beno¨tigten Zeit
in Verbindung gebracht wird, kann vermutet werden, dass die in dieser Arbeit verwendeten
Osteoblasten die durch Strahlung vermittelten DNA-Scha¨den im Niedrig-Dosis Bereich schnell
reparieren ko¨nnen, wohingegen die Scha¨den durch 2 Gy zur Verlangsamung der Proliferation
fu¨hrten.
Da die Proliferation der Zellen mit dem Zellzyklus zusammenha¨ngt, wurde die Zellzyklusver-
teilung nach Bestrahlung mit Ro¨ntgenstrahlung untersucht. Im Hinblick auf die Zellzyklus-
verteilung der Osteoblasten nach Bestrahlung wurde festgestellt, dass die Bestrahlung mit
0.5 Gy und 2 Gy Ro¨ntgenstrahlung in den ersten 24 Stunden keine direkte Auswirkung auf
den Zellzyklus hat. Erst nach 48h wurde eine leichte Akkumulation der mit 2 Gy Ro¨ntgen-
strahlung bestrahlten Zellen in G2/S-Phase beobachtet (siehe Abb.3.4(b)). Die Untersuchung
weiterer Zeitpunkte zeigte, dass bestrahlte Zellen (0.5 und 2 Gy) weiterhin in G2/S-Phase
akkummulieren (siehe Abb.3.4(d-c)). Im Vergleich hierzu haben Studien von Sakurai et al
2011 [183] in der embryonalen Ma¨usezelllinie C3H10T1/2 einen G2-Zellzyklusarrest 6h nach
Einwirkung von 3 und 6 Gy Ro¨ntgenstrahlung gefunden, welcher nach 24h bereits aufgelo¨st
wurde. Ebenfalls wurde in humanen fo¨talen Osteoblasten (hFOB) nach Bestrahlung mit 4 Gy
Ro¨ntgenstrahlung eine verringerte Proliferation und eine zunehmende Seneszenz der Zellen,
welches einer anhaltenden Inhibition des Zellzyklus entspricht, beobachtet [184].
Im Koloniebildungstest wurde ersichtlich, dass die Zellen mit zunehmender Dosis ihre Fa¨higkeit
zur Koloniebildung verlieren. Man kann die eingesetzten Osteoblasten mit Fibroblasten aus
fru¨heren Untersuchungen vergleichen (siehe Abb.4.1), da beide Zelltypen von MSCs abstam-
men. Dabei wird ersichtlich, dass beide Zelltypen mesenchymalen Ursprungs vergleichbare
Koloniebildungsfa¨higkeiten nach einer Bestrahlung mit Ro¨ntgenstrahlung aufweisen.
Die verminderte Proliferation und Koloniebildungsfa¨higkeit sowie G2/S-Phasen-Akkumulation
ko¨nnte auf eine strahleninduzierte, beschleunigte terminale Differenzierung zuru¨ckzufu¨hren
sein. Unter einer terminalen Differenzierung wird die Ausdifferenzierung der Zellen zu ihrem
endgu¨ltigen Pha¨notyp verstanden [185, 186]. So wurde nach Bestrahlung eine beschleunigte
Differenzierung bereits in Erytroblasten, Epithelzellen sowie Fibroblasten beobachtet [141,
142, 187, 188]. Aufgrund des mesenchymalen Ursprungs von Osteoblasten, liegt die Vermu-
tung nahe, dass es in Osteoblasten ebenfalls zu einer fru¨hzeitigen terminalen Differenzierung
kommen ko¨nnte.
Aus den Ergebnissen zum Proliferationsverhalten und der Hinweisen auf eine strahleninduzierte
terminale Differenzierung, wurde der Differenzierungsprozess in Osteoblasten nach Strahlen-
einwirkung na¨her untersucht. Bezu¨glich der Wirkung von Bestrahlung auf das Verha¨ltnis von
Knochenaufbau und -abbau ist bekannt, dass die Bestrahlung von Knochengewebe wa¨hrend
einer Tumortherapie mit einer Gesamtdosis von bis zu 40 Gy Ro¨ntgenstrahlung zu fragilen
Knochenstrukturen fu¨hren kann [189]. Wird eine Strahlentherapie bei Kindern durchgefu¨hrt,
kommt es zur Wachstumsverzo¨gerung des betroffenen Knochens. Diese negativen Effekte von
hohen Dosen von Ro¨ntgenstrahlen werden im Niedrig-Dosis Bereich nicht beobachtet. Klinisch
wird im Niedrigdosis-Bereich die Entzu¨ndungshemmung ausgenutzt, was eine Wirkung auf das
Immunsystem nahelegt. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind aber nicht bekannt. Da das
Immunsystem funktionell und molekular mit dem Knochenmetabolismus in enger Wechselwir-
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Abbildung 4.1: Relatives U¨berleben der Zellen nach Bestrahlung mit Ro¨ntgenstrahlung. Vergleich der Strahlen-
sensitivita¨t von humanen prima¨ren Osteoblasten mit humanen Fibroblasten aus Vorhaut (AGD1522) (Daten
zur Verfu¨gung gestellt durch Kraft, D., GSI Darmstadt)
kung steht [190], ist es im Rahmen dieser Arbeit von Interesse zu verstehen, welche mo¨glichen
Auswirkungen eine Niedrig-Dosis Bestrahlung mit Photonen oder einer Radon-Therapie auf
den Knochenmetabolismus hat, insbesondere auf die Differenzierung der Osteoblasten.
Osteoblasten unterliegen einem kontinuierlichen Differenzierung-/Reifungsprozess. Wa¨hrend
der Differenzierung von Osteoblasten aus MSCs werden bestimmte Gene aktiviert und andere
herunterreguliert (siehe Abb.4.2). Die Genexpression von Osteoblastenmarkern ist abha¨ngig
vom Differenzierungsstatus der Zellen. Dabei entsteht eine dynamische und eng regulierte
mRNA-Expression [191–194].
Die in dieser Arbeit untersuchte Expression von Differenzierungsmarkern (mRNA) zeigte fu¨r
einige Marker eine Zunahme nach Niedrig-Dosis Bestrahlung, auch wenn die Abweichungen
zwischen den einzelnen Spendern groß waren und es sich deshalb insgesamt nur um einen Trend
handelte. Im Folgenden soll auf die einzelnen Differenzierungsmarker eingegangen werden.
Der in Osteoblasten festgestellte strahleninduzierter Trend zur Hochregulation von Runx2
(core binding factor alpha 1) (siehe Abb.3.6) insbesondere fu¨r eine niedrige Dosis (0.5 Gy) Ro¨nt-
genstrahlung nach 24 Stunden steht im Einklang mit bereits publizierten Daten. Hierbei wurde
eine Zunahme der Runx2-Expression nach Bestrahlung in den prima¨ren Maus-Osteoblasten
mit 1 und 2 Gy Ro¨ntgenstrahlung [195] oder in einer Osteoblasten-Zelllinie aus Ma¨usen
(MC3T3-E) mit 0.5 und 1 Gy Ro¨ntgenstrahlung [196] festgestellt. Diese Ergebnisse sind
insbesondere wichtig, da Runx2 eine entscheidende Rolle in der Regulation der Transkription
knochenspezifischer Gene hat [197–200] und somit den Pha¨notyp der Pre-Osteoblasten hin zu
reifen Osteoblasten vera¨ndert. Eine Hochregulierung der Runx2-Expression nach Bestrahlung
mit einer hohen Dosis Ro¨ntgenbestrahlung (10 Gy) wurde auch in Myofibroblasten, einer
Zwischenform zwischen glatten Muskelzellen und Fibroblasten in Wundbereichen, beobachtet
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Abbildung 4.2: Differenzierungsprozess von MSCs zu Osteoblasten. MSCs durchlaufen einen Differenzie-
rungsprozess, wa¨hrend bestimmte Transkriptionsfaktoren und Gene an- und ausgeschaltet werden. In reifen
Osteoprogenitoren sind Faktoren wie ALP oder Col1A nur niedrig expremiert (low), wa¨hrend diese in reifen
Osteoblasten zusammen mit Runx2 und BSP hochreguliert sind. In dieser Arbeit gewonnene Erkenntnisse in
Osteoblasten sind mit Pfeilen dargestellt: Zunahme-(↑), Abnahme-(↓), keine Vera¨nderung-(↔).
[201]. Diese Vera¨nderung des Pha¨notyps wird in Zusammenhang mit einer fortschreitenden
Verkalkung der Aortenklappe (kalzifizierten Aortenstenose) infolge einer Bestrahlung des
Brustkorbs gebracht [202]. Diese Erkenntnisse zeigen, dass die Expression von Runx2 eine
entscheidende Rolle in der Differenzierung und Funktionalita¨t der Osteoblasten spielt.
Es gibt Grund zu der Annahme, dass die Expression von Runx2 und somit die Differenzierung
von Osteoblasten wa¨hrend einer entzu¨ndlichen Erkrankung vera¨ndert vorliegt und somit die
Expression von Runx2 ebenfalls vera¨ndert ist. So wurde gezeigt, dass die Differenzierung von
Osteoblasten durch TNFα inhibiert wird [203]. Demnach ko¨nnte das anti-entzu¨ndlich wirkende
Zytokin TGFβ zur Aktivierung der Differenzierung in Osteoblasten beitragen. In Serum mit
Radon therapierten Patienten wurde eine erho¨hte TGFβ-Level festgestellt [97], so dass eine
Zunahme der Runx2-Translokation via Smad-Signalweg [204, 205] vermutet werden kann. Als
Konsequenz der Runx2-Translokation in den Kern folg die Aktivierung der Genexpression.
Neben Runx2 wurde der Transkriptionsfaktor Osterix, welcher fu¨r die Differenzierung und
Knochenformation durch Osteoblasten erforderlich ist [13], untersucht. Allgemein ist bekannt,
dass Osterix-defiziente Ma¨use weder eine intramembrane noch endochrondrale Knochenbildung
zeigen und gleichzeitig die Differenzierung von Osteoblasten inhibiiert ist. Die Studien zeigten
auch, dass die Genexpression von Osterix der von Runx2 nachgeschaltet ist [13, 206, 207].
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten eine zeitliche Verzo¨gerung der strahleninduzierten Osterix-
Expression im Vergleich zu Runx2 (siehe Abb.3.6). Wa¨hrend die Expression von Runx2 bereits
24 h nach Ro¨ntgenbestrahlung zunahm, wurde eine Hochregulierung von Osterix erst nach 5
Tagen gemessen. Die Ergebnisse werden durch Untersuchungen in einer Osteoblasten-Zelllinie
(MC3T3-E1) unterstu¨tzt [208], welche eine Zunahme der Osterix-Expression erst 7 Tage nach
Bestrahlung mit 0.5 Gy Ro¨ntgenstrahlung bei einer unvera¨nderten Runx2-Expression zeigten.
Anhand der Literatur und Ergebnissen in dieser Arbeit la¨sst sich somit sagen, dass Runx2
und Osterix in unterschiedlichen Differenzierungsphasen der Osteoblasten aktiv sind und sich
zusa¨tzlich durch Strahlung beeinflussen lassen. Die strahleninduzierte Beschleunigung der
Differenzierung von Osteoblasten wird, entsprechend dem Trend zu einer strahleninduzierten
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Expression der Transkriptionsfaktoren, anhand einer erho¨hten intrazellula¨ren Menge von
Proteinen zeigen, welche fu¨r die Mineralisierung der Knochenmatrix verantwortlich sind.
Die in dieser Arbeit untersuchten Proteine Osteocalcin (OCN) und Bone Sialoprotein
(BSP) erlauben eine Beurteilung der Auswirkungen von Strahlung auf die Funktionalita¨t der
Osteoblasten.
Osteocalcin ist ein Marker fu¨r das Mineralisierungsstadium reifer Osteoblasten und bin-
det Ca2+ und Hydroxyapatit in der Matrix [209]. Die Untersuchungen im Rahmen dieser
Arbeit zeigten zum ersten Mal in prima¨ren Osteoblasten eine erho¨hte Osteocalcin mRNA
Expression nach Bestrahlung (0.5 Gy und 10 Gy Ro¨ntgenstrahlung), jedoch nicht fu¨r 2 Gy
Ro¨ntgenstrahlung. Dies war bislang nur fu¨r prima¨re Maus-Osteoblasten bekannt [195]. Da die
Expression von Osteocalcin von Runx2 gesteuert wird [12], stehen die gewonnenen Ergebnisse
im Einklang mit einer gestiegenen Runx2-Expression nach Bestrahlung.
Da die mRNA-Expression nur eine Vorstufe der endgu¨ltigen Proteintranslation ist, wurde
in dieser Arbeit zusa¨tzlich die Protein-Freisetzung von OCN untersucht. In Folge der Be-
strahlung mit Ro¨ntgenstrahlung wurde eine erho¨hte OCN-Freisetzung u¨ber der gesamten
Kultivierungsdauer gemessen (siehe Abb.3.9).
Obwohl ein Zusammenhang zwischen einer erho¨hten Expression von Osterix und Osteocalcin
in der murinen Osteoblasten-Zelllinie (MC3T3-E1) beschrieben wurde [210], wurde in Rahmen
dieser Arbeit keine zeitliche U¨bereinstimmung in deren Expression im humanen System
beobachtet. Jedoch ist MC3T3-E1 eine Maus-Zelllinie, welche unter Umsta¨nden eine andere
zeitliche Abfolge der Expression nach Bestrahlung aufweist als die hier untersuchten humanen
prima¨ren Osteoblasten.
Die Synthese von Osteocalcin ha¨ngt von der Runx2-Smad Interaktion im Kern ab. Aus einigen
Publikationen ist bekannt, dass Runx2 mit ß-Catenin in den Kern wandert, dort eine Interakti-
on mit Smad eingeht und somit den Promotor fu¨r OCN aktiviert [211, 212]. Nun wurde bereits
im Rahmen dieser Arbeit eine im Trend erho¨hte mRNA-Expression von OCN und Runx2 nach
Bestrahlung gemessen, welche der Zunahme der OCN-Freisetzung vorausgehen oder fu¨r sie
verantwortlich sein ko¨nnte. Ob Runx2 nach Bestrahlung von Smad sowie ß-Catenin aktiviert
wird, muss in weiteren Untersuchungen verfolgt werden. Ebenso bleibt vorerst offen ob Runx2
Translokation durch eine strahleninduzierte Phosphorylierung durch MAPK [213] oder Smad
versta¨rkt abla¨uft.Die vorla¨ufige Untersuchungen in Rahmen dieser Arbeit deuten auf eine
strahleninduzierte (0.5 Gy) Zunahme von β-Catenin Signaltransduktion in Osteoblasten, was
nochmal die Expression von OCN und Runx2 nach Bestrahlung begru¨nden ko¨nnte.
Neben der Expression von OCN wurde die Expression von Bonesialoprotein (BSP) in dieser
Arbeit untersucht. BSP ist ein mineralisierendes, nicht-kollagenes Protein. Seine Inkorporation
in die extrazellula¨re Knochenmatrix und Bildung des Hydroxyapatit-Kristals deutet auf seine
bedeutende Rolle in der Mineralisierung des Knochens hin [214].
Die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit zeigten eine erho¨hte BSP-Expression infolge
einer Bestrahlung mit 0.5 Gy Ro¨ntgenstrahlung im Vergleich zur Kontrolle, wa¨hrend eine
Bestrahlung mit hohen Dosen (2 und 10 Gy Ro¨ntgenstrahlung) die Expression wesentlich
weniger beeinflusste (siehe Abb.3.6). In einer Studie von Bouleftour et al 2014 [215] wurde die
Abha¨ngigkeit der Expression von BSP und Osteocalcin sowie Runx2 gezeigt. Demnach wurden
in BSP-defizienten Ma¨usen infolge des Fehlens von BSP weniger OCN, Runx2 und Osterix
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exprimiert. Daraus folgt, dass die in dieser Arbeit gemessene strahleninduzierte Zunahme
der Runx2-, Osterix- sowie OCN-Expression mit der erho¨hten Expression von BSP zusam-
menha¨ngt. Es fehlt dennoch weiterhin die Aufkla¨rung der molekularen Signalwege, welche die
strahleninduzierte U¨berexpression dieser Proteine einleiten.
Diese Ergebnisse zeigen, dass eine strahleninduzierte Zunahme von Runx2, Osterix, OCN und
BSP zur einem gesteigerten Knochenaufbau und Mineralisierung in vitro fu¨hren kann und
bei einer U¨bertragung der Ergebnisse auf die Situation in vivo ko¨nnte es die pathologische
Knochenvera¨nderungen in RA-Patienten lindern.
An der Mineralisierung der Knochenmatrix sind neben OCN und BSP auch alkalische Phospha-
tasen (ALP) beteiligt. Die durch Bestrahlung unvera¨nderte ALP-Konzentration in Osteoblas-
ten, welche im Rahmen dieser Arbeit gefunden wurde (siehe Abb.3.7), steht im Einklang mit
den publizierten Daten. So beschreibt Qiu et al 2012 [216] eine gleichbleibende ALP-Expression
nach 0.5 Gy Ro¨ntgenstrahlung in humanen Osteoblasten. Auch in prima¨ren Osteoblasten aus
Ratten wurde nach Bestrahlung mit 0.4 Gy Ro¨ntgenstrahlung keine A¨nderung festgestellt
[217]. Dennoch wurde in anderen Arbeiten bereits eine strahleninduzierte, dosisabha¨ngige
ALP Expression beobachtet, dies jedoch wiederum in den murinen Zelllinien C3H10T1/2 [183]
oder in MC3T3-E1 [218]. Diese Unterschiede ko¨nnten zum einen darauf zuru¨ckzufu¨hren sein,
dass unterschiedliche Zellsysteme aus unterschiedlichen Spezies verwendet wurden und zum
anderen dass das Differenzierungsstadium der bestrahlten Zellen unterschiedlich war. ALP
wird besonders wa¨hrend der fru¨heren Phasen der Mineralisierung vermehrt exprimiert, sodass
unterschiedliche Zelllinien und ein unterschiedlicher Differenzierungsstatus der verwendeten
Zellen zu abweichenden Ergebnissen fu¨hren ko¨nnen.
Neben dem Einfluss der alkalischen Phosphatase sind fu¨r die Mineralisierung der Knochenma-
trix die Einlagerung von Ca2+ und anorganischem Phosphat durch Osteoblasten wichtig. Diese
bilden dann den wichtigsten Bestandteil des Knochen, Hydroxyapatit. Aus diesem Grund
ko¨nnen Ca2+-Einlagerungen als Zeichen der Mineralisierung im Zusammenhang mit der fort-
schreitenden Differenzierung der Zellen stehen. Die A¨nderungen der Ca2+-Einlagerungen nach
der Bestrahlung mit niedrigen Dosen wurden bisher in humanen Zellen nicht untersucht und
stellen eine weitere Mo¨glichkeit dar, die Aktivita¨t und das Differenzierungsvermo¨gen von
Osteoblasten zu beurteilen.
Die in dieser Arbeit gemessene strahleninduzierte Zunahme der Ca2+-Einlagerungen nach
0.5 Gy und 2 Gy Ro¨ntgenstrahlung (siehe Abb.3.8) werden durch publizierte Daten zu
Maus-Zelllinien besta¨tigt. Es wird eine Zunahme der Mineralisierungsknoten in der muri-
nen MC3T3-E1Zelllinie nach einer Bestrahlung mit 0.5 Gy Ro¨ntgenstrahlung durch Xu et
al 2012 [196] beschrieben. Eine erho¨hte Ca2+-Aufnahme fu¨hrt wiederum zur Zunahme der
OCN-Expression [219], was mit den Ergebnissen dieser Arbeit u¨bereinstimmt. Es besteht
die Mo¨glichkeit, dass die Ionenkana¨le, welche fu¨r die Aufnahme von Ca2+ verantwortlich
sind, durch die Bestrahlung direkt vera¨ndert werden oder eine vermehrte Expression des
Kanalliganden zu dessen Aktivierung fu¨hrt und letztendlich ein erho¨hter Calcium-Einstrom in
die Zelle stattfindet [220].
Nicht nur eine direkte Auswirkung von Bestrahlung auf die Differenzierung von Osteoblasten
durch eine Hochregulierung der Transkriptionsfaktoren und matrixbildenden Proteine kann
zu Vera¨nderungen des Knochenmetabolismus fu¨hren, sondern auch die vera¨nderte Expression
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von den Osteoklastogenese-regulierenden Proteinen RANKL und OPG [221].
RANKL ist essentiell fu¨r die Differenzierung von Osteoklasten und somit fu¨r die Kontrolle
des Knochenabbaus [222]. RANKL wird von Stromazellen im Knochenmark (Osteoblasten)
[47, 164] sowie von Immunzellen wie Th17 oder dendritischen Zellen [23, 223] produziert; eine
Induktion von RANKL wird fu¨r den Knochenabbau in RA verantwortlich gemacht [224].
Die Bestrahlung der Osteoblasten mit Niedrig-Dosis-Ro¨ntgenstrahlung vera¨nderte nicht die
Expression von RANKL, jedoch wurde in mit 10 Gy Ro¨ntgenstrahlung bestrahlten Osteoblas-
ten eine Zunahme der RANKL-Expression beobachtet (siehe Abb.3.6). Dies steht im Einklang
mit einer mo¨glichen erho¨hten Osteoklastogenese nach Tumortherapie, indem mit hohen Dosen
bestrahlte Osteoblasten vermehrt RANKL freisetzen und somit den Knochenabbau u¨ber
Osteoklasten stimulieren [225]. Zusa¨tzlich zeigte Bai et al 2005 [226], dass eine Induktion
von RANKL unter anderem u¨ber ROS abla¨uft. ROS wird wiederrum oft nach ionisierender
Bestrahlung in den Zellen generiert [227].
Eine unvera¨nderte RANKL-Expression la¨sst sich mit dem Differenzierungsstadium der Osteo-
blasten in Verbindung bringen. Die Expression von RANKL und OPG a¨ndert sich im Laufe
der Differenzierung, so steigt RANKL in fru¨heren Differenzierungsphasen an, wa¨hrend OPG
erst im Mineralisierungsstadium in reifen Osteoblasten vermehrt exprimiert wird [219]. Dabei
a¨ndert sich das Verha¨ltnis von OPG/RANKL nur geringfu¨gig.
In den Experimenten dieser Arbeit wurde keine A¨nderung der OPG-mRNA-Levels 24h nach
Bestrahlung festgestellt. Es ist anzunehmen, dass die Osteoblasten zuna¨chst Konfluenz errei-
chen mu¨ssen und die Mineralisierung der Matrix weit fortgeschritten sein muss, bevor der
OPG-Level ansteigt (siehe Abb.3.9). Deshalb wurde die OPG-Freisetzung ins Kulturmedium
nach Bestrahlung u¨ber einen Zeitraum von 14 Tagen bestimmt. Dabei wurde ein deutlicher
Anstieg der OPG-Konzentration im Zellkulturu¨berstand nach 14 Tagen festgestellt. Sowohl
in mit 0.5 Gy Ro¨ntgenstrahlung als auch in mit 2 Gy Ro¨ntgenstrahlung bestrahlten Zellen
wurde eine Zunahme an OPG in Vergleich zur Kontrollen gemessen. Diese Beobachtung la¨sst
vermuten, dass bestrahlte Osteoblasten die Osteoklastogenese u¨ber eine OPG-Freisetzung
inhibieren ko¨nnen. Eine nicht vera¨nderte Expression von OPG nach 24 h zusammen mit einem
deutlichen Anstieg der Freisetzung nach 14 Tagen zeigen noch einmal auf, dass der Zeitpunkt
der Messung aufgrund der kontinuierlichen Differenzierung von Osteoblasten eine wichtige
Rolle spielt.
Die Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit zeigen, dass eine Niedrig-Dosis Bestrahlung mit
Ro¨ntgenstrahlung die Differenzierung von Osteoblasten beschleunigen und somit den Kno-
chenaufbau fo¨rdern ko¨nnte. Die entsprechenden Hinweise zum Knochenaufbau nach 0.5 Gy
Ro¨ntgenstrahlung in vivo wurden in Untersuchungen des Universita¨tsklinikums Erlangen
erbracht. Sie zeigen eine Zunahme der Knochendichte in htnf-Ma¨usen, welche TNFα u¨berex-
premieren und arthritische Gelenke ausbilden (U.Gaipl, perso¨nliche Kommukation).
Fu¨r weitere Untersuchungen wa¨re eine fraktionierte Bestrahlung mit 0.5 Gy Ro¨ntgenstrahlung
wie es in der LD-RT praktiziert wird, eine weitere Mo¨glichkeit die Effekte in den Zellen
zu untersuchen. Um den Vergleich zur Auswirkungen der Tumortherapie zu ziehen, in der
eine Fraktionierung mit 2 Gy Photonenstrahlung mit einer Gesamtdosis von bis zu 60 Gy
appliziert wird, sollten ebenfalls Experimente durchgefu¨hrt werden, um einen gegenteiligen
dosisabha¨ngigen Effekt aufzuzeigen.
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4.2 Differenzierung und Aktivita¨t der Osteoklasten nach
Bestrahlung
Der Knochenabbau stellt neben der chronischen Entzu¨ndung in RA ein großes Problem dar.
Der Abbau des Knochens erfolgt durch Osteoklasten, welche mittels Enzymen wie Cathepsin
K und dem pH-Gradient den Knochen aktiv resorbieren.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde angenommen, dass die LD-Ro¨ntgentherapie und die Radon-
Therapie die Aktivita¨t der Osteoklasten unterbindet, indem die Differenzierung der Zellen
verlangsamt oder ganz ausgesetzt wird.
Die in vitro Untersuchungen in dieser Arbeit haben gezeigt, dass Niedrig-Dosis Ro¨ntgenstrah-
lung (0.5 Gy) keine Auswirkung auf die Apoptoserate der Vorla¨uferzellen und die Bildung
von Osteoklasten hat (siehe Abb.3.10). Die Zellzahlen der gebildeten Osteoklasten verhielten
sich in den Kontrollen wie auch in bestrahlten Zellen oszillierend, nahmen aber u¨ber die
Beobachtungszeit nicht signifikant ab (siehe Abb.3.11). Die Beobachtung des oszillierenden
Verhaltens der in vitro differenzierenden Osteoklasten wurde bereits von Akchutin et al 2008
[228] beschrieben. Dennoch wurde in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal gezeigt, dass
eine Niedrig-Dosis-Bestrahlung der Osteoklasten-Vorla¨uferzellen in vitro keine Auswirkung
auf die Reifung von Osteoklasten hat.
Die Aussagen in der Literatur bezu¨glich der Osteoklastenbildung nach Bestrahlung sind wider-
spru¨chlich. Sie reichen von einer Zunahme der Zellzahl [168, 229, 230] u¨ber keine Vera¨nderung
[225, 231, 232] bis hin zur Abnahme der Osteoklasten [233, 234]. So wurde in Scheven BA et al
1985 [234] gezeigt, dass die Osteoklasten-Zellzahl nach Bestrahlung mit 2,5 Gy Ro¨ntgenstrah-
lung in embryonalen Mausknochen abnimmt und die Knochenbildung zunimmt. Hingegen trat
nach 10 und 20 Gy Ro¨ntgenstrahlung ein gegenteiliger Effekt von einer vermehrten Bildung
der Osteoklasten und einer Minderung des Knochenwachstums auf. Weitere Studien zur
Anwendung von hohen Dosen ionisierender Strahlung [168, 229, 230] zeigen, dass die Zellzahl
der Osteoklasten zunimmt, was die Knochenatrophie nach Tumortherapie begru¨nden ko¨nnte.
Die unterschiedlichen Ergebnisse, einschließlich der Daten der vorliegenden Arbeit, ko¨nnen mit
hoher Wahrscheinlichkeit Unterschiede im Versuchsaufbau (Dosis, Strahlenqualita¨t, Zeitpunkt
der Analyse) zuru¨ckgefu¨hrt werden. Aber auch Unterschiede zwischen in vitro und in vivo,
unterschiedliche Entwicklungsstadien der bestrahlten Zellen (embryonal versus adult) und der
Spezies (Mensch versus Maus) ko¨nnen eine Rolle spielen (siehe Tab.4.1).
Da der Untersuchungszeitpunkt wa¨hrend der Reifung der Zellen eine wichtige Rolle spielt
und sich dies in den publizierten Ergebnissen wiederspiegelt, wurden weitere Experimente
in dieser Arbeit auf den Endpunkt der Zellkultur fokussiert. So stellte sich heraus, dass die
Bildung der Osteoklasten 14 Tage nach der Bestrahlung mit zunehmender Dosis abnimmt
(siehe Abb.3.12). Wichtig ist jedoch festzuhalten, dass die Niedrig-Dosis-Bestrahlung mit 0.5
Gy Ro¨ntgenstrahlung keine Auswirkung auf die Differenzierung der Osteoklasten hatte.
Um die Frage zur Minderung der Osteoklastenbildung nach 2 und 10 Gy Ro¨ntgenstrahlung
na¨her zu ero¨rtern, wurde in dieser Arbeit die strahleninduzierte Apoptose von Osteoklasten-
Vorla¨uferzellen na¨her untersucht. Es wurde festgestellt, dass die Bestrahlung Apoptose von nur
wenigen Prozent in den Vorla¨uferzellen der Osteoklasten (Monozyten) auslo¨st (siehe Abb.3.10).
Die vergleichsweise niedrige Apoptoserate in Monozyten steht im Einklang mit Bauer et al
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2011 [146] und ko¨nnte in Sauerstoffmangel im verwendeten Buffycoat (Isolierungsquelle der
Monozyten) begru¨ndet sein, da Bosco et al 2008 [235] und Fangradt et al 2012 [236] beschrei-
ben, dass Hypoxie den HIF-1 und NF-kB Signalweg induziert. Die beiden Faktoren ko¨nnten
die Zellen strahlenresistenter machen und ihr U¨berleben sichern. Dieses experimentelle Defizit
ko¨nnte aber in dem vorliegenden Fall die physiologischen Bedingungen recht gut widerspiegeln,
da auch im Blut sowie im Knochen unter entzu¨ndlichen Bedingungen hypoxische Bedingungen
vorliegen . Wa¨hrend bei gesunden Patienten der Sauerstoffgehalt bei 6,6% liegt [237], ist
dieser in entzu¨ndeten Bereichen deutlich geringer [238]. So zeigten Nomura et al 2014 [239]
ein gesteigertes Wachstum von Osteoklasten unter hypoxischen Bedingungen (3, 5 und 10%
O2) und einer Behandlung mit TNFα. Allerdings konnte keine Osteoklasten-Reifung unter
gewo¨hnlichen Zellkulturbedingungen (20% O2) beobachtet werden. Diese Studien zeigen auf,
dass die Auswahl der Zellkulturbedingungen sorgfa¨ltig gewa¨hlt und bei der Interpretation der
Ergebnisse mit beru¨cksichtigt werden mu¨ssen.
Zusammenfassend kann die geringere Osteoklastenreifung nach Bestrahlung mit einer
hohen Dosis nicht auf strahleninduzierte Apoptose zuru¨ckgefu¨hrt werden.
Da das Absterben der Monozyten in diesem Versuchsmodel ausgeschlossen werden konnte,
wurde die Expression der Proteine c-Src, TRAF6 und Cathepsin K nach einer Bestrahlung un-
tersucht. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die Niedrig-Dosis-Bestrahlung keine Auswirkung
auf die intrazellula¨re Proteinmenge hat (siehe Abb.3.16). Hohe Dosen von 10 Gy Ro¨ntgen-
strahlung regulierten jedoch die Proteinmenge herunter. Der Vergleich von Proteinexpression
in Vorla¨uferzellen sowie reifen Osteoklasten nach Bestrahlung (14 bzw. 19 Tage) ergab ein
gleiches Expressionsmuster. Demnach gibt es keinen Unterschied in der Expression der oben
genannten Marker in Abha¨ngigkeit vom gewa¨hlten Bestrahlungszeitpunkt. Die Ergebnisse
korrelieren mit den ermittelten Osteoklasten-Zellzahlen.
Die Differenzierung von Osteoklasten ha¨ngt nicht nur von dem hier untersuchten TRAF6
ab, sondern auch von dessen Interaktion mit RANK-Rezeptoren sowie der nachfolgenden
Aktivierung von NF-kB und AP-1 Transkriptionsfaktoren [240]. Sun et al 2012 [241] beschreibt
Tabelle 4.1: Zusammenfassung der Literatur u¨ber strahleninduzierte Osteoklastenbildung
Publikation Versuchsmodell Strahlenart und Dosis OC-Vera¨nderung
am Zeitpunkt
Willey et al 2008 [168] in vivo mouse 7 Gy gamma " 3d-7d
Kondo et al 2009 [229] in vivo mouse 1-2 gamma " 3d-10d
Yumoto et al 2010 [230] in vivo mouse 50 cGy Fe-ion " 3d
Sawajiri et al 2003 [233] in vivo mouse 15-30 Gy C-ion/gamma " 0-5d, # 1-36w
Goblirsch et al 2005 [231] in vivo mouse 20 Gy gamma #
Scheven et al 1985 [234] ex vivo mouse 2,5 Gy X-ray # 16d
Vit et al., 2006 [232] in vivo mouse 6 Gy gamma $ 7d
Zunahme ("), Abnahme (#), keine Vera¨nderung ($), gamma: γ-Strahlung, Fe-ion: Eisenionen,
C-ion: Kohlenstoffionen
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eine Abnahme der RANK-Expression in einer murinen Osteoklasten-Zellinie (RAW264.7).
nach Bestrahlung mit 2 Gy g-Strahlung. Inwiefern die Expression von RANK-Rezeptoren
sowie die Aktivierung des NF-κB Signalweges durch Bestrahlung beeinflusst wird, erfordert
weitere Experimente.
In Patienten mit RA weisen deren Knochen deutliche strukturelle Scha¨den auf, welche auf
die Aktivita¨t von Osteoklasten zuru¨ckzufu¨hren sind. Um die Aktivita¨t der Osteoklasten
zu bestimmen wird TRAP sowie die Freisetzung abgebauter Kollagenfragmente (CTX) zur
Analyse herangezogen. Die Phosphatase TRAP spaltet Phosphat-Gruppen z.B von OPN
(Osteopontin) ab [242] oder unterstu¨tzt den Abbau von Kollagen [243]. Erho¨hte TRAP-Werte
wurden unter anderem im synovialen Flu¨ssigkeit von RA-Patienten gemessen [244].
In den Experimenten dieser Arbeit hatte die Bestrahlung keinen eindeutigen Effekt auf
die TRAP-Aktivita¨t der Osteoklasten, lediglich ein leichter Trend zur Zunahme wie in der
Proteinexpression als auch in der freigesetzten Menge war in bestrahlten Vorla¨uferzellen de-
tektierbar (siehe Abb.3.17). Die Ergebnisse deuten auf eine Abha¨ngigkeit der Expression vom
Zeitpunkt der Bestrahlung hin: wa¨hrend in bestrahlten Vorla¨uferzellen TRAP dosisabha¨ngig
steigt, wurde in den reifen Osteoklasten eine Abnahme nach Bestrahlung beobachtet. Die
strahleninduzierte Zunahme der TRAP-Expression in bestrahlten Vorla¨uferzellen steht nicht
im Widerspruch zu der gleichzeitig abnehmenden Osteoklasten-Zellzahl, da die noch nicht
terminal zu Osteoklasten ausdifferenzierte Monozyten ebenfalls TRAP exprimieren. Da die
TRAP-Expression im Western-Blot aus dieser Mischpopulation aus ausdifferenzierten Os-
teoklasten und Monozyten bestimmt wird, tragen beide Subpopulationen zum Anstieg der
TRAP-Expression bei. Hingegen deutet die Reaktion von u¨berwiegend ausdifferenzierten
Osteoklasten auf die Bestrahlung noch einmal die Wichtigkeit der gewa¨hlten Zeitrahmen
hin. Die Diskrepanz in den in vitro Untersuchungen der vorliegenden Arbeit ko¨nnte dadurch
zu erkla¨ren sein, dass eine gewisse Spender-Variabilita¨t besteht und die Kultivierung der
Zellen auf Plastik erfolge. Die Aktivita¨t der Osteoklasten kann erst auf einem physiologischen
Subtrat, also Knochenstu¨cke oder andere mineralhaltige Oberfla¨che, beurteilt werden. Da es
in Rahmen dieser Arbeit nur ein beschra¨nkter Zugang zur Knochenstu¨cken gab, wurden die
u¨berwiegenden Experimente auf Plastik-Oberfla¨che durchgefu¨hrt. Die wenigen vorliegenden
publizierten Daten erleichtern die Interpretation der im Rahmen dieser Arbeit gewonnene
Ergebnisse nicht wesentlich.
Auf den Knochenstu¨cken bestrahlte Osteoklasten resorbierten signifikant weniger Knocheno-
berfla¨che im Vergleich zur Kontrolle (siehe Abb.3.13), obwohl die Freisetzung von Kollagen-
fragmenten (CTX) der bestrahlten Proben 21 Tage nach Bestrahlung unvera¨ndert blieb. An
diesem Punkt ist es anzumerken, dass Freisetzung von CTX nur eine Momentaufname von
OC-Aktivita¨t darstellt, weil alle drei Tage ein Mediumwechsel durchgefu¨hrt wurde und Zellen
im Laufe der Kultivierungszeit ihre Aktivita¨t vera¨ndern ko¨nnten. Somit wa¨re es wu¨nschens-
wert, CTX-Werte u¨ber den gesamten Kultivierungszeitraum zu messen, um Schwankungen in
der Aktivita¨t der Osteoklasten nach Bestrahlung zu beurteilen.
Zusammenfassend wurden im Rahmen dieser Arbeit eine inhibierende Wirkung einer Hoch-
Dosis Bestrahlung auf die Osteoklasten-Aktivita¨t festgestellt, die sich in verminderter Expressi-
on der Transkriptionsfaktoren sowie reduzierten Refung der Osteoklasten zeigte. Zudem wurde
eine deutlich geringere Fla¨che von bestrahlten Osteoklasten resorbiert. Eine Niedrig-Dosis
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Bestrahlung hatte keine Auswirkung auf die Ausdifferenzierung sowie Protein-Expression
der Osteoklasten; mit Ausnahme der u¨beraus deutlichen Abnahme der resorbierten Fla¨che
auf Knochenpla¨ttchen, die durch Zunahme der Knochendichte in htnf-Mausmodell nach
fraktionierten Ro¨ntgenbestrahlung mit 0.5 Gy besta¨tigt wird (perso¨nliche Kommunkinkation
Gaipl,U., Universita¨tsklinikum Erlangen).
4.3 Strahleninduzierte Differenzierung von Tregs und Th17
Immunzellen
Die rheumatoide Arthritis zeichnet sich nicht nur durch eine schmerzende Vera¨nderung der
Knochenstruktur aus, sondern auch durch ein massives Einwandern der entzu¨ndlichen Immun-
zellen in den Gelenkspalt [245]. Die entzu¨ndlichen Immunzellen wie B-Zellen und T-Zellen
setzen vermehrt Zytokine frei, welche die Entzu¨ndung und zusa¨tzlich die Proliferation von kno-
chenabbauenden Zellen unterstu¨tzen. Zu solchen Zytokinen za¨hlen IL-1ß, IL-17, IL-18, IFNγ
[246–248] sowie RANKL [249]. Die anti-entzu¨ndlichen Treg Zellen in RA-Patienten wurden
als weniger suppressiv beschrieben und besitzen die Fa¨higkeit zu einer Transdifferenzierung in
IL-17+ Zellen [250]. Die Linderung der entzu¨ndlichen Symptome bei Radon-Patienten nach
Exposition mit niedrig dosierter Strahlung fu¨hrte im Rahmen der vorliegenden Arbeit zur
Annahme, dass die Bestrahlung einen Anstieg von Treg Zellen oder eine Konversation von
Th17 in Treg Zellen bewirken kann.
In Rahmen dieser Arbeit wurde die Differenzierung der Treg- und Th17-Zellen aus CD4+
Zellen nach Bestrahlung mit Ro¨ntgenstrahlung in vitro untersucht. Dabei wurden die CD4+
Vorla¨uferzellen nach Bestrahlung in Anwesenheit verschiedener Zytokine, die fu¨r die Diffe-
renzierung in die Subtypen no¨tig sind und solchen, die im Serum von Radon-behandelten
Patienten nachgewiesen wurden, differenziert [97, 251].
Die Kultivierung unter Bedingungen, die eine Th17 Differenzierung fo¨rdern (IL-1β, IL-23)
ergab, dass nur die Bestrahlung mit hohen Dosen (10 Gy Ro¨ntgenstrahlung) eine Zunahme
von Treg Zellen bewirkte und keinerlei Auswirkungen auf die Differenzierung der Th17 Zellen
hatte (siehe Abb.3.19 (a)). Entgegen den Erwartungen hatte eine Niedrig-Dosis-Bestrahlung
mit 0.5 Gy Ro¨ntgenstrahlung keinen Einfluss auf das Verha¨ltnis Treg/Th17.
Erst durch die Zugabe von TNFα zur Simulierung der in vivo Situation im Gelenk eines RA-
Patienten [252], oder TGFβ zur Simulierung der A¨nderungen nach Radontherapie [97], zeigte
der Anteil von Treg Zellen einen Trend zur Zunahme wa¨hrend der Th17-Anteil unvera¨ndert
blieb (siehe Abb.3.19 (b-d)). Die Bestrahlung induzierte unter diesen Bedingungen bei einer
hohen Dosis Ro¨ntgenstrahlung (10 Gy) ein reziprokes Verha¨ltnis aus: eine Zunahme der Treg
Zellen und eine Abnahme von Th17-Zellen. Dieses Verha¨ltnis wurde auch in der Freisetzung
von IL-10 durch Treg Zellen sowie IL-17A durch Th17 Zellen sichtbar- mit Zunahme der Dosis
nimmt das Verha¨ltnis von IL-10/IL-17 zu. Erstaunlich ist jedoch, dass IL-10 keine deutliche
Zunahme anzeigte, wa¨hrend IL-17 abnahm. Es deutet darauf hin, dass Treg Zellen sich
vermehrt ausbilden, aber die IL-10 Freisetzung und damit deren Funktionalita¨t unvera¨ndert
bleibt. Eine andere Erkla¨rung wa¨re, dass die in der Zellkultur freigesetze IL-10-Menge durch
andere Zellen wie Th1 oder Th2 bereits zum Messzeitpunkt gebunden ist und man somit
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keine eindeutige Aussage treffen kann.
Um die generelle Strahlensensitivita¨t der angereicherten CD4+-Zellen nach Ro¨ntgenstrahlung
unter den gegebenen Bedingungen zu beurteilen, wurden Zellzahlen am Ende der Differen-
zierungsphase bestimmt (siehe Abb.3.18). Die CD4+-Zellen proliferierten nach einer 10 Gy
Ro¨ntgenbestrahlung weniger als die mit 0.5 Gy Ro¨ntgenstrahlung bestrahlten oder unbehan-
delten Zellen. Das ko¨nnte bedeuten, dass die CD4+CD25+-Zellen, welche potentiell zu Tregs
differenzieren ko¨nnen, die Bestrahlung besser u¨berlebten und deshalb ihr Anteil gegenu¨ber den
Th17-Zellen anstieg. Eine geringere Strahlensensitivita¨t von Treg Zellen wurde berichtet und
mit einer erho¨hten Bcl-2-Expression in CD4+CD25+-Zellen im Vergleich zur CD4+CD25 -
Zellen in Zusammenhang gebracht [253, 254]. Die Vera¨nderungen des Verha¨ltnisses von Treg
Zellen zu anderen T-Zellen nach Bestrahlung mit 0.5-2 Gy Photonenstrahlung wurden in
Tiermodellen bereits gezeigt [147, 253, 255, 256]. Dies ko¨nnte an der erho¨hter Proliferation
der CD4+CD25+-Zellen im Vergleich zu CD4+CD25  liegen [257].
Ein anderer Aspekt ist, dass nach der Bestrahlung auch die Umgebung der Zellen vera¨ndert
wird, so dass nicht zwingend eine direkte Wirkung der Strahlung die Zunahme der Tregs
erkla¨rt. So wurde gezeigt, dass TGFβ nach der Bestrahlung aktiviert und freigesetzt wird
[258] und dann als einer der wichtigen Faktoren die Differenzierung von Tregs positiv beein-
flussen kann [259]. Dies wurde im Rahmen dieser Arbeit deutlich veranschaulicht, indem die
Bestrahlungsversuche mit und ohne TGFß durchgefu¨hrt worden sind. Bei Zugabe von TGFβ
hatten auch niedrige Dosen (0.5 Gy Ro¨ntgenstrahlung) zu einem signifikanten Anstieg der
Tregs gefu¨hrt, wie auch durch Kachikwu et al 2011 [260] in einem Tiermodell gezeigt.
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Bestrahlung im Niedrig-Dosis-Bereich das Verha¨lt-
nis von entzu¨ndlichen und anti-entzu¨ndlichen Zellen regulieren kann und somit eine mo¨gliche
Erkla¨rung zur Wirkung einer Radon-Therapie bei entzu¨ndlichen Erkrankungen sein kann.
Um die in vitro Ergebnisse zu unterstu¨tzen wurde im Rahmen einer Patientenstudie zur Wir-
kung der Radon-Therapie bei entzu¨ndlichen muskoloskeletalen Erkrankungen der Treg/Th17-
Anteil im peripheren Blut der Patienten vor und nach der Therapie bestimmt.
Der Anteil der entzu¨ndlichen Th17-Zellen im Blut wurde zu fu¨nf Zeitpunkten u¨berpru¨ft: vor,
direkt im Anschluss der Therapie sowie drei, fu¨nf und sieben Monate nach der Therapie. Die
festgestellten Anteile der Th17-Zellen a¨nderten sich bis 5 Monate nach Therapie nicht und
waren vergleichbar mit denen von gesunden Spendern. Nach sieben Monaten wurde eine Ab-
nahme der Th17-Zellen beobachtet. Diese Abnahme kann nicht aufgrund einer Einnahme von
Medikamenten erfolgt sein, denn laut a¨rztlichen Frageboden hat keiner der Patienten schmerz-
lindernde o.a¨. Medikamente zu diesem Zeitpunkt eingenommen. Somit kann ein technischer
Messfehler nicht ganz ausgeschlossen werden, wie beispielsweise ein nicht funktionierender
Antiko¨rper.
Die vergleichbaren Anteile von Th17-Zellen in Patientenproben vor der Therapie und in
gesunden Spendern weisen entweder auf eine nicht Th17 abha¨ngige Erkrankung hin oder die
Vera¨nderung des Th17-Anteils findet nur lokal und nicht systemisch statt. Deshalb wu¨rde
man keine signifikante A¨nderung im peripheren Blut detektieren ko¨nnen. Eine Messung der
Synovialflu¨ssigkeit aus den betroffenen Gelenken wu¨rde einen besseren Einblick gewa¨hren.
Die Ansicht, dass IL-17 und somit Th17-Zellen eine wichtige Rolle in arthritischen Autoim-
munerkrankungen spielen, hat sich mittlerweile manifestiert. Hueber et al 2010 [261] zeigten
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anhand einer Patientenstudie, in der den Patienten ein IL-17-Antiko¨rper verabreicht wur-
de, deutliche Besserungen des Krankheitsverlaufes. Im Gegensatz dazu stellte Leipe et al
2010 [262] keinen Unterschied der IL-17-Konzentrationen im Serum der RA-Erkrankten und
Gesunden fest, wobei der Th17-Anteil in RA-Patienten erho¨ht war. Dies wurde auch von
Appel et al. 2011 [263] gezeigt, die ebenfalls keinen Unterschied im Anteil der Th17-Zellen im
Blut von Gesunden und Erkrankten gefunden haben. Die Messungen von IL-17 und IL-15
in RA-Patienten zeigen jedoch signifikant ho¨here Konzentration sowohl im Blut als auch in
der Synovialflu¨ssigkeit [264]. Demnach stellt sich die Frage, ob Th17-Zellen als einzige Quelle
fu¨r die Freisetzung von IL-17 betrachtet werden sollen, denn andere Zellen wie Granulozyten,
Mastzellen oder Monozytenvorla¨ufer [263, 265] ko¨nnen ebenfalls IL-17+ freisetzen . Aus diesem
Grund wa¨re es interessant, sich direkt in Biopsien die Anteile anderer IL17+ freisetzenden
Zellen anzuschauen.
Die Messungen zur Bestimmung des Treg-Anteils in Patienten nach Radontherapie haben
eine Steigerung des Treg-Anteils direkt nach der Therapie sowie in den darauf folgenden
Monaten zur Folge. Die schwierige praktische Gestaltung der Experimente in dieser Arbeit
erlaubten nur Messungen an drei Patienten vor und nach der Therapie, so dass eine ada¨quate
Einscha¨tzung der Ergebnisse im Vergleich zu gesunden Probanden schwierig ist. Trotzdem ist
anzunehmen, dass die Treg-Zellpopulaion von RA-Patienten vor der Therapie nicht ho¨her sein
sollte als in gesunden Probanden [266, 267]. Ein Vergleich mit gesunden Probanden zeigte
eine hochsignifikante Zunahme (p<0,001) an Treg in Patienten nach 7 Monaten Therapie
(siehe Abb. 3.24). Die Zunahme ko¨nnte mit der gestiegenen TGFβ-Konzentration [97] nach
einer Radon-Therapie zusammenha¨ngen bzw. bei einem Ru¨ckgang der TNFa-Konzentration
im Serum von Patienten, wu¨rden die inaktiven Treg-Zellen ihre suppressiven Eigenschaften
wiedererlangen. So wurde bereits gezeigt, dass Treg-Zellen von RA-Patienten vermehrt TNF-
Rezeptor II (TNFRII) exprimieren und durch TNFα die Expression von Foxp3 abnimmt [268].
Bisherige Studien zur Treg-Regulierung in RA zeigen, dass eine Zunahme von Treg einen
positiven Krankheitsverlauf mit sich bringt [269].
4.4 Messungen der fu¨r den Knochenmetabolismus relevanten
Zytokine im Patientenserum
Die Durchfu¨hrung der Analyse von Patientenseren erfolgte erst nach in vitro Untersuchungen
mit Ro¨ntgenbestrahlung, da die zeitliche Gestaltung der RADON-Studie erst in zweiten Ha¨lfte
der vorliegender Promotionsarbeit dies ermo¨glichte. Dadurch wurde zuna¨chst in in vitro Unter-
suchungen erste Ergebnisse mit Ro¨ntgenbestrahlung gewonnen, welche zum mechanistischen
Versta¨ndnis der LD-RT beitragen sollten. Eine Studie zur Photonen-Therapie ist fu¨r 2015
geplant, die weitere Erkenntnisse und Vergleiche zur Radon-Therapie erbringen wird.
Um die Linderung der Symptome von Patienten nach Radon-Therapie besser zu verstehen,
wurden fu¨r den Knochenmetabolismus relevante Zytokine im Serum der Patienten parallel
zur Bestimmung der Immunzellen untersucht.
Fu¨r die Osteoklastogenese wichtige Faktoren wie RANKL und der OPG, welche jeweils
Osteoklasten aktivieren oder inhibieren, wurden im Rahmen dieser Studie bestimmt. Trotz
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der Erwartungen und bereits publizierten Daten zum Anstieg des OPG/RANKL Verha¨lt-
nisses nach Radon-Therapie [97], konnte keine signifikante A¨nderung, weder der RANKL-
noch OPG-Konzentration im Serum der Patienten nach der Therapie festgestellt werden
(siehe Abb.3.25). Zum einen kann es an der unterschiedlich verwendeten Strahlenqualita¨ten
(α-Partikel vs. Photonen) oder an den Patienten-Kohorten liegen, da Moder et al [97] aus-
schließlich Patienten mit ankylosierenden Spondylitis untersuchten. In der RADON-Studie
wurden Patienten mit muskoloskelettalen Erkrankungen aufgenommen, jedoch keiner litt an
einer systemischen chronisch-entzu¨ndlichen Erkrankung wie RA, somit wa¨ren die Vera¨nderun-
gen im OPG/RANKL Verha¨ltnis weniger wahrscheinlich.
RANKL und OPG werden jedoch nur selten zur klinischen Diagnostik von RA verwendet.
So ko¨nnten RANKL sowie OPG lokal am Gelenk deutlich konzentrierter vorliegen als im
peripheren Blut, so dass die A¨nderung im Blut nicht detektierbar wa¨re. So wurde z.B. in RA
Patienten nach einer anti-TNF Therapie zwar ein Ru¨ckgang des Knochenabbaus beobachtet,
jedoch keine A¨nderung von RANKL/OPG Verha¨ltnisses im Serum [270]. Dies ko¨nnte an
der TNFα-abha¨ngigen Osteoklasten-Differenzierung liegen, so ko¨nnen weniger OCs in der
Abwesenheit von TNFα differenzieren und aktiv werden. Zudem wird RANKL auch von
anderen Zellen in verschiedenen Geweben produziert, so dass kein eindeutiger Ru¨ckschluss
auf eine mo¨gliche A¨nderung der im Knochenmetabolismus beteiligten RANKL-Produzenten
mo¨glich ist.
Zur weiteren Untersuchung der mo¨glichen A¨nderungen in der Aktivita¨ten der Osteoklasten
wurden Kollagenfragmente (CTX) im Serum der Patienten gemessen. Osteoklasten setzen
aufgrund des Knochenabbaus Kollagenfragmente frei, welche anschließend im Blut detektierbar
sind. Die CTX-Werte nahmen drei Monaten nach der Therapie ab und blieben nach fu¨nf
und sieben Monaten ebenfalls niedriger als vor der Therapie. Dies deutet auf eine verringerte
Aktivita¨t von Osteoklasten durch die Radon-Therapie hin. Zudem gibt es weitere Hinweise
auf eine Treg-gesteuerte Inhibierung der Ostoklastogenese in vitro sowie in vivo, welche in
Ma¨usen mit Kollagen-induzierten Arthritis mittels induzierten Treg Zellen eine Besserung der
Erkrankung erzielen oder in vitro in humanen Treg Zellen die Inhibition von Osteoklasten
zeigen [271–274]. So ko¨nnte die im Rahmen der vorliegenden Arbeit detektierte Zunahme
der Treg-Zellen im Blut von Patienten bedeuten, dass Osteoklasten durch ein vermehrtes
Freisetzen von IL-10 und TGFβ durch Treg-Zellen inhibiert werden. Dafu¨r sollten IL-10- und
TGFβ-Freisetzung der Treg-Zellen von Radon-Patienten ex vivo untersucht werden.
Ein weiterer, ebenfalls in der Diagnostik eingesetzter Marker ist die knochenspezifische Alkali-
sche Phosphatase (BAP), welche von Osteoblasten freigesetzt wird und dem Knochenaufbau
dient. Mittels der BAP-Konzentrationsbestimmung im Serum kann auf die Osteoblasten-
aktivita¨t zuru¨ckgeschlossen werden. Die BAP-Konzentration im Serum der Patienten blieb
nach der Radon-Therpie unvera¨ndert. Also wurden die Osteoblasten durch die Niedrig-Dosis-
Bestrahlung nicht zur Freisetzung der Alkalinen Phosphatase angeregt. Dies hatte sich im
Rahmen dieser Arbeit auch fu¨r in vitro mit Ro¨ntgenstrahlung bestrahlte Osteoblasten gezeigt,
da die ALP-Konzentration nach einer 0.5 Gy Ro¨ntgenstrahlung Bestrahlung nicht angestiegen
ist.
Kapitel 5
Fazit
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Niedrig-Dosis Bestrahlung eine Auswirkung auf
den Knochenmetabolismus und somit einen mo¨glichen Einfluss auf Entzu¨ndungsvorga¨nge
durch den Knochenabbau bei rheumatoider Arthritis (RA) hat. Die gewonnenen Erkenntnisse
erga¨nzen somit das Wissen u¨ber molekulare und zellula¨re Wirkungsmechanismen von Niedrig-
Dosis (LD-RT) und Radon- Therapie. Wa¨hrend in vitro Untersuchungen mit Ro¨ntgenstrahlung
von 0.5 Gy als Einzeldosis applifiziert wurden, wurde im Rahmen einer Radon-Therapie ein
Bruchteil dieser Dosis verabreicht.
Es konnte gezeigt werden, dass niedrig bis moderat dosierte Ro¨ntgenstrahlung (0.5-2
Gy) eine beschleunigte Differenzierung von knochenbildenden Osteoblasten zufolge hatte und
somit die Freisetzung von Faktoren entscheidend beeinflusst. In diesem Zusammenhang wurde
eine gleichbleibende Freisetzung von RANKL (fo¨rdert Aktivita¨t von Osteoklasten), aber vor
allem eine deutlich erho¨hte Freisetzung von OPG (inhibiert Osteoklasten) gemessen. Die
gewonnenen Ergebnisse aus den in vitro Experimenten deuten auf einen voru¨bergehenden Pro-
zess des Knochenaufbaus infolge der Bestrahlung hin. Entsprechende Beobachtungen wurden
auch in einem polyarthritischen Mausmodell nach LD-RT innerhalb des Forschungsverbundes
GREWIS gemacht (perso¨nliche Kommunikation Gaipl, U., Universita¨tsklinikum Erlangen).
Dadurch ko¨nnte bei RA-Patienten durch eine LD-RT, die Knochenstruktur wieder gesta¨rkt
und die Osteoklastogenese mechanistisch u¨ber die RANKL/OPG-Achse inhibiert werden.
Die Vermutung, dass die LD-Bestrahlung eine reduzierte Osteoklastendifferenzierung zur
Folge hat, konnte nicht besta¨tigt werden. Bestrahlte Vorla¨uferzellen zeigten einen normalen
Differenzierungsverlauf. Entsprechend der urspru¨nglichen Erwartung wurde eine Abnahme
der resorbierenden Aktivita¨t von Knochen (physiologisches Substrat) nach einer Bestrah-
lung im Dosisbereich von 0.5 bis 10 Gy gemessen. Hervorzuheben ist, dass die fu¨r niedrige
Dose erwarteten inhibierenden Effekte auf Osteoklasten auch bei hohen Dosen beobachtet
wurden, wa¨hrend bei Patienten, die mit hohen Dosen bestrahlt wurden (Tumortherapie)
eher Knochenabbau beobachtet wird. Ob es sich in vivo um andere Prozesse handelt, die bei
hohen Dosen induziert werden und damit das Gesamtbild vera¨ndern, bleibt zu kla¨ren. Mithin
konnte eine Abnahme der resorbierenden Aktivita¨t von Osteoklasten auch in polyarthritischen
Ma¨usen nach Mehrfachstrahlung mit einer niedrigen Dosis Ro¨ntgenstrahlung beobachtet
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werden. Eine direkte Folge der Bestrahlung ist die reduzierte Osteoklastenaktivita¨t, welche
sich auch in vivo im Serum von Radon-behandelten Patienten, durch eine deutliche Abnahme
der Kollagenfragmente nach Therapie zeigte.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass bei Radon-behandelten Patienten eine Verschie-
bung des Verha¨ltnisses zwischen entzu¨ndungs-stimmulierenden und - hemmenden Lymphozyten
(Th17/Treg) nach Therapie kommt. Diese A¨nderung im Reifungsmuster ko¨nnte durch Freiset-
zung spezifischer Faktoren, ebenfalls zu einer Inhibition der Osteoklasten-Aktivita¨t beitragen.
Die Verschiebung der Verha¨tlnisse zwischen TH17 und Treg konnte in in vitro Untersuchungen
mit Ro¨ntgenstrahlung, insbesondere in Gegenwart von TNFα und TGFβ, die im Serum von
Patienten ebenfalls erho¨ht vorlagen, beobachtet werden.
Wie in Abb.5.1 schematisch dargestellt, ergibt sich folgende Hypothese zum Einfluss von
Ro¨ntgenbestrahlung (LD-RT) auf den Knochenmetabolismus und damit auf chronische
Entzu¨ndungsvorga¨nge:
1. Bestrahlung beschleunigt die Differenzierung von Osteoblasten und fu¨hrt zur Freisetzung
von Faktoren, die die Aktivierung von Osteoklasten hemmen
2. Bestrahlung verschiebt das Verha¨ltnis Th17/Treg wa¨hrend der Reifung zu Gunsten der
entzu¨ndungshemmenden Treg, welche die Aktivita¨t von Osteoklasten hemmen ko¨nnen
3. Bestrahlung inhibiert die Differenzierung von Osteoklasten nicht direkt, allerdings wird die
Aktivita¨t inhibiert
Fu¨r in vivo Untersuchungen der Patientenproben nach Radontherapie gelten ebenfalls gleiche
Aspekte wie unter 2. und 3. Weitere in vitro Versuche mit fraktionierter Niedrig-Dosis Ro¨nt-
genbestrahlung a¨hnlich wie in LD-RT bzw. Radontherapie sollen die gewonnene Erkenntnisse
unterstu¨tzen. Weiterhin sollte gezeigt werden, ob nach α-Bestrahlung vergleichbare zellula¨re
Prozesse ablaufen.
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Abbildung 5.1: Eine Skizze zu den postulierten Auswirkungen einer Niedrig-Dosis Therapie auf den Kno-
chenmetabolismus. Die Differenzierung von Osteoblasten wird u¨ber die Expression von RUNX2 und die
Knochenformation u¨ber BSP und Osteocalcin beschleunigt. Eine Zunahme der Knochendichte wurde in vivo
ebenfalls festgestellt. Die Aktivita¨t der Osteoklasten wird direkt durch Bestrahlung sowie durch vermehr-
tes Freisetzen von OPG nach Bestrahlung durch Osteoblasten inhibiert. Dies wurde durch ein erniedrigten
Kollagenfragmenten-Serumlevel (CTX) in Patienten besta¨tigt. Immunsuppressive Tregs sind Antagonisten zur
entzu¨ndlichen Th17. Die Frequenz der Treg Zellen steigt nach Bestrahlung und korreliert mit erho¨hten Werten
in Patienten nach Therapie. *: in vivo.

Kapitel 6
Anhang
Tabelle 6.1: Puffer und Lo¨sungen
Bezeichnung Zusammensetzung
Acetat-Puffer 0,2 M Sodium Acetat
Essigsa¨ure, 0,2 M
1:2 v/v in Millipore-H2O
Blocking-Puffer Milchpulver, 5%
in TBST
Elektrophorese-Puffer Tris-Base, 3,3 g
Glycin, 14,26 g
SDS, 1 g
in 1 L Millipore–H2O
Mercaptoethanol–SDS–Probenpuffer Bromphenolblau, 0,035 g
Glycerol, 7 ml
SDS, 6ml (10% v/w)
Tris-HCl, 1ml (1 M, pH=6,7)
2-Mercaptoethanol, 1%( v/v)
RIPA-Lysepuffer Igepal-Puffer, 1 %
Natriumdeoxycholat, 0,5 %
Natriumfluorid, 50 mM
AEBSF, 1 mM
Aprotinin, 1 mg/mL
Natrium-Orthovanadat, 1 mM
SDS, 0,1 %
in Millipore-H2O
RBC-Lysepuffer NH4Cl, 8,29 g
KHCO3, 1 g
Na2EDTA, 37,2 mg
in 1 L Millipore-H2O
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SDS-Laufpuffer Tris-Base, 3,03 g
Glycin, 71,3 g
SDS, 1 g
in 1 L Millipore-H2O
pH=7,2-7,4
Sammelgelpuffer Tris-Base, 0,5 M
SDS, 4% (w/v)
in Millipore-H2O
pH=6,7 eingestellt mit HCl
TBST Tris-HCl, 1% (v/v) 1 M, pH=8,3
NaCl, 5% (v/v) 3 M
Tween 20, 0,05% (v/v)
in Millipore-H2O
Toluidin Blau-Lo¨sung Toluidin Blau, 2 % (w/v)
Zitronensa¨ure, 1 M
in Millipore-H2O
Transfer-Puffer Glycin, 11,27 g
Tris-HCl, 20 ml
SDS, 1g
Methanol, 20% (v/v)
Millipore-H2O, 800 ml
TRAP-Fa¨rbelo¨sung Acetat-Puffer, 0,5 M
Natriumtartrat, 0,3 M
Naphthol-AS-MX-Phosphatdinatriumsalz, 10 mg/mL
Triton X-100, 1 % (v/v)
Fast Red Violet Salz, 0,3 mg/mL
in Millipore H2O
Trenngelpuffer Tris-Base, 1,5 M
SDS, 4% (w/v)
in Millipore-H2O
pH=8,8 eingestellt mit HCl
Tris-HCl Tris-Base, 1 M
in Millipore-H2O
pH=8,3 eingestellt mit HCl
Tabelle 6.2: Chemikalien
Bezeichnung Hersteller
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich
a-MEM Biochrom AG
Acrylamid Rotiphorese 30% Roth
AEBSF, 4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid Sigma-Aldrich
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Ammoniumhydroxid Firma
Aprotinin Sigma-Aldrich
APS, Ammoniumpersulfat Sigma-Aldrich
Biocoll Biochrom AG
CD4-Microbeads MACS Miltenyi Biotec
DAPI Serva
Ethanol Merck
Fast Red Violet Salt Sigma-Aldrich
Formaldehydlo¨sung Merk
Fo¨tales Ka¨lberserumalbumin Biochrom AG
HEPES Biochrom AG
Igepal CA-630 (NP 40) Sigma-Aldrich
IL-1β eBioscience
IL-23 eBioscience
Ionomycin Sigma
L-Glutamin (N-Acetyl-L-alanyl-L-glutamin) Biochrom AG
M-CSF human MACS Miltenyi Biotec
Mercaptoethanol Roth
Methanol Merck
Methylenblau Roth
Milchpulver Roth
Naphthol-AS-MX-Phosphatdinatriumsalz Sigma
Natriumchlorid Merk
Natriumfluorid Merk
Natriumtartrat Sigma
Natriumorthovanadat Firma
PBS /  Dulbecco (ohne Calcium und Magnesium) Biochrom AG
PBS / -EDTA Biochrom AG
Penicillin/Streptomycin Firma
Phalloidin-FITC Sigma-Aldrich
Phorbol-12-myristat-13-acetat eBioscience
Pierce ECL Plus Thermo Fisher Scientific
pNitrophenol Fluka
pNitrophenyl Phosphate Liquid Substrate Sigma-Aldrich
QuantiTect Primer Assay Hs GAPDH1SG Qiagen
QuantiTect Primer Assay Hs TNFSF111SG Qiagen
QuantiTect Primer Assay Hs TNFRSF11B1SG Qiagen
QuantiTect Primer Assay Hs Runx21SG Qiagen
QuantiTect Primer Assay Hs IBSP1SG Qiagen
QuantiTect Primer Assay Hs SP71SG Qiagen
QuantiTect Primer Assay Hs Octeocalcin1SG Qiagen
RPMI-1640 Medium Biochrom AG
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Rotiquant Coomassie Brilliant Blue Dye Roth
SDS, Natriumdodecylsulfat Sigma
sRANKL PeproTech
TEMED Sigma
TGFβ R&D Systems
TNFα R&D Systems
Toluidin Blau Fluka
Tris-Base Sigma
Triton X-100 Sigma-Aldrich
X-Vivo-Medium Lonza
Zitronensa¨ure Roth
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Tabelle 6.3: Zellkulturmedien
Monozyten-Medium Lymphozyten-Medium
Autologes Serum, 20 % Fo¨tales Ka¨lberserumalbumin, 20 %
L-Glutamin, 2 mM L-Glutamin, 2 mM
HEPES, 10 mM HEPES, 10 mM
Penicillin/Streptomycin, 1 % Penicillin/Streptomycin, 1 %
in X-Vivo Medium in RPMI-1640 Medium
PBL-Medium mit Zytokinen Osteoklasten-Differenzierungsmedium
Penicillin/Streptomycin, 1 % Penicillin/Streptomycin, 1 %
Fo¨tales Ka¨lberserumalbumin, 20 % Fo¨tales Ka¨lberserumalbumin, 10 %
L-Glutamin, 2 mM L-Glutamin, 2 mM
anti-CD28, 2 mg/mL sRANKL, 40 ng/mL
IL-23, 25 ng/mL M-CSF, 25 ng/mL
IL-1b, 12,5 ng/mL
TGFb, 10 ng/mL
TNFa, 2 ng/mL
in RPMI-1640 Medium in a-MEM
MSC-Medium Osteoblasten-Medium
Fo¨tales Ka¨lberserumalbumin, 10 % Fo¨tales Ka¨lberserumalbumin, 10 %
HEPES, 10 mM HEPES, 10 mM
Penicillin/Streptomycin, 1% Penicillin/Streptomycin, 1 %
Ascorbinsa¨ure, 50 mM
β-Glucerophosphat, 10 mM
Dexamethason, 10 8M
in DMEM Medium in DMEM Medium
Adipozyten-Medium Chondrozyten-Medium
Fo¨tales Ka¨lberserumalbumin, 10 % Fo¨tales Ka¨lberserumalbumin, 10 %
L-Glutamin, 2 mM Natriumpiruvat, 1%
Penicillin/Streptomycin, 1 % Penicillin/Streptomycin, 1 %
Insulin, 10mg/ml Glukose, 5,5 g/l
Dexamethason, 1 mM Dexamethason, 0,1 mM
L-Prolin, 40 mg/ml
Ascorbinsa¨ure, 50 mg/ml
ITS+, 1:100 v/v
in α-MEM Medium in DMEM Medium
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Tabelle 6.4: Fa¨rbelo¨sungen
Bezeichnung Zusammensetzung
Alcian Blau Fa¨rbelo¨sung 8GX gebrauchsfertig von Fluka
Alizarin Red S Fa¨rbelo¨sung 2g Alizarin Red S in 100 ml Millipore-H2O
pH=4,1-4,3 mit NH4OH einstellen
Oil Red O-Fa¨rbelo¨sung 300mg in 100ml 99% Isopropanol
1:3 v/v in Millipore-H2O
Tabelle 6.5: Antiko¨rper
Antigen MW Antigen
[kDA]
Verdu¨nnung Spezies Firma
c-Src 60 1:1000 Maus Santa Cruz Biotechnology
Cathepsin K 39 1:100 Maus Santa Cruz Biotechnology
GAPDH 37 1:1000 Hase Cell Signaling
TRAP 37 1:1000 Hase Abcam
CD28 human eBioscience
CD3 human eBioscience
CD14 human Miltenyi Biotec
Fc-Teil Maus 1:10000 Santa Cruz Biotechnology
Fc-Teil Hase 1:10000 Santa Cruz Biotechnology
Tabelle 6.6: Antiko¨rper-Kits
Bezeichnung Hersteller
RevertAid First Stran cDNA Synthesis Kit Thermo Scientific
RNeasy Mini Kit Qiagen
QuantiFAst SYBR Green PCR Kit Qiagen
Human Th17/Treg Phenotyping Kit BD Biosciences
MSC Phenotyping Kit Miltenyi Biotec
AnnexinV/ Dead Cell Apoptosis Kit Life Technologies
Tabelle 6.7: Elisa Kits
Bezeichnung Hersteller
human Th1/Th2/Th9/Th17/Th22/Treg 18plex Assay eBioscience
OPG Immundiagnostik
ampli-sRANKL Biomedica Medizinprodukte GmbH
Ostase-BAP EIA Innumdiagnostic Systems Ltd
Serum CrossLaps Innumdiagnostic Systems Ltd
TRAP B-Bridge International Inc
OPG, RANKL Multiplex Flowcytomix eBiocience
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Tabelle 6.8: Verbrauchsgegensta¨nde
Gegenstand Bezeichnung Firma
Einwegpipette 2 mL Serological Pipette Sarstedt
Einwegpipette 5 mL Serological Pipette Sarstedt
Einwegpipette 10 mL Serological Pipette Sarstedt
Einwegpipette 25 mL Serological Pipette Sarstedt
LS-Sa¨ulen fu¨r MACS LS-Sa¨ulen MACS Miltenyi Biotec
Mehrkanalpipette Research Plus Eppendorf
Mikrotiterplatten fu¨r Proteinassays b NUNC
Mikrotiterplatten fu¨r Zellkultur Zellkulturtestplatten TPP
Parafilm Parafilm M Pechiney Plastic Packaging
Petrischalen 35 mm Nunclon NUNC
Pipettierhilfe accu jet pro Brand
Reaktionsgefa¨ße 0,5-2 mL Eppendorf
Reaktionsgefa¨ße 15-50 mL TPP
Reaktionsgefa¨ße Durchflusszytometrie BD Biosciences
Zellkulturflasche T75 cm2 BD Falcon
Zellschaber S TPP
Tabelle 6.9: Gera¨te
Gera¨t Bezeichnung Firma
Analysesystem fu¨r magnetische Beads Luminex MagPix Affymetrix
Autoklav EL Tutthauer Systec
Brutschrank BBD6220 Heraeus Scientific
CCD-Kamera fu¨r Western Blots Fusion Fx Peqlab
Dosimeter SN54 PTW Freiburg
Durchflusszytometer FACS Canto II BD Biosciences
DSLR-Kamera fu¨r Mikroskopbilder xy Olympus
Elektrophorese-Apparatur mit Zubeho¨r Miniprotean Tetra System Biorad
Eismaschine Flake line Wessamat
Mikroskop BX61 Olympus
Millipore-H2O-Anlage ELGA Veolia
Photometer ELx808 Biotec
Ro¨ntgenro¨hre Isovolt DS1 Seifert
Selektionsapparatur fu¨r magnetische Beads QuadroMACS MACS Miltenyi Biotec
Transfer-Apparatur fu¨r Western Blot Bezeichnung Firma
Ultraschallbad Bioruptor UCD-200 Diagenode SA
Wasserbad Bezeichnung Firma
Zentrifuge Multifuge 3 S-R Thermo scientific
Zentrifuge Fresco 17 Thermo scientific
Zellza¨hler Cell counter Z2 Beckman Coulter
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